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Morbus Alzheimer ist die häufigste Form einer Demenzerkrankung und stellt auf-
grund der steigenden Lebenserwartung eine sehr große ökonomische und emotiona-
le Belastung für Patienten, deren Familien und die gesamte Gesellschaft dar. Eine
Verringerung dieser Belastung erfordert dringend krankheitsmodifizierende Thera-
pien, die bisher nicht zur Verfügung stehen. Als wahrscheinlichste Erklärung für die
molekularen Ursachen der Krankheit wurde in der Amyloid-Kaskaden-Hypothese
postuliert, dass die Akkumulation und Aggregation des Aβ-Peptids das zentrale Er-
eignis darstellt. Infolgedessen kommt es zu synaptischen Beeinträchtigungen durch
Aβ-Oligomere, Entzündungsreaktionen durch unlösliche Aβ-Aggregate in Form von
amyloiden Plaques, progressiven Schädigungen von Synapsen und Neuronen, oxi-
dativem Stress, der Hyperphosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierten Proteins
Tau und einem Neuronenverlust. Das Aβ-Peptid wird durch sequentielle Spaltung
des Amyloid-Vorläuferproteins (APP) durch die β- und γ-Sekretase konstitutiv
im Gehirn produziert. In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der
Überexpression eines humanen APP mit der schwedischen Mutation auf Synap-
sen und die Akkumulationskinetik des Aβ-Peptids zu amyloiden Plaques in einem
Alzheimer-Mausmodell (Tg2576) untersucht. Die detaillierte Charakterisierung des
Mausmodells wurde in einer Therapiestudie umgesetzt, in der eine passive Immu-
nisierung gegen das Aβ-Peptid oder Aβ-Oligomere getestet wurde.
Im ersten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Überexpression des APP auf den-
dritische Spines untersucht, die das postsynaptische Kompartiment glutamaterger
Synapsen entlang von Dendriten bilden. Als Reporter-Tiere wurden Mäuse verwen-
det, die das gelbfluoreszierende Protein YFP in einem Teil der pyramidalen Neuro-
nen des Cortex exprimieren. Mithilfe der in vivo Zwei-Photonen-Mikroskopie wur-
den die denritischen Spines an den apikalen Dendriten der Schicht II/III und V Neu-
rone im somatosensorischen Cortex analysiert. Die Überexpression des APP führte
zu einem differentiellen Effekt, wobei in Schicht II/III Neuronen keine Änderung und
in Schicht V Neuronen eine Erhöhung der Dichte dendritischer Spines gemessen wur-
de. Eine detaillierte Charakterisierung zeigte eine Mehrzahl an stabilen Spines als
ursächlich für die erhöhte Spinedichte, während keine zeitliche Änderung der Spine-
dichte über sechs Wochen detektiert wurde. Auch die Morphologie der dendritischen
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Spines war unverändert. Diese Ergebnisse deuten auf eine mögliche physiologische
Rolle von APP und/oder dessen proteolytische Fragmente an Synapsen.
Ein wichtiges neuropathologisches Merkmal von Morbus Alzheimer sind amy-
loide Plaques, die durch Aggregation des Aβ-Peptids zu Amyloidfibrillen mit ei-
ner gekreuzten β-Faltblattstruktur entstehen. Demzufolge wurde im zweiten Teil
der vorliegenden Arbeit mithilfe der in vivo Zwei-Photonen-Mikroskopie, unter der
wiederholten Anwendung des spezifischen fluoreszenten Markers Methoxy-X04, die
Entstehungs- und Aggregationskinetik amyloider Plaques untersucht. Eine quanti-
tative Auswertung von Plaquegrößen, -wachstumsraten und -dichten in zwei Alters-
gruppen der frühen und späten amyloiden Pathologie führte zur bisher detaillier-
testen in vivo Charakterisierung in einem Alzheimer-Mausmodell. Für eine präzise
Messung der Plaquedichten wurde ein sehr großes Gehirnvolumen von 3 mm3 pro
Gruppe untersucht. In einem Langzeitversuch über 15,5 Monate mit einer zeitlichen
Auflösung von einer Woche wurde erstmals eine komplette Kinetik des Plaquewachs-
tums in einem Mausmodell beschrieben, die den gleichen Verlauf einer Sigmoid-
Funktion aufwies, wie er bereits in vitro und in Alzheimer-Patienten gezeigt wurde.
Die Plaquedichte stieg asymptotisch mit dem Alter an und folgte einer exponenti-
ellen, einphasigen Assoziationsfunktion. Neu entstandene Plaques wiesen mit Ab-
stand die kleinste Plaquegröße auf, die mit zunehmendem Alter anstieg. Die lineare
Plaquewachstumsrate, gemessen als Zuwachs des Plaqueradius pro Woche, sank mit
ansteigendem Alter der Mäuse, was sich in einer negativen Korrelation der Plaque-
wachstumsrate mit der Plaquedichte widerspiegelte. Sehr große Plaques wurden
früh in der Entstehungsphase gebildet und die Größe am Ende der Untersuchung
korrelierte mit ihrer Wachstumsrate. In der frühen Phase der Plaqueentwicklung
nahmen die Plaques mit einer maximalen Wachstumsrate zu, die nicht durch die
Aβ-Konzentration limitiert war. Die Wachstumsraten individueller Plaques waren
sehr breit verteilt, was auf einen Einfluss lokaler Faktoren schließen ließ. Dieser Be-
fund wurde gestützt durch den Langzeitversuch, da kein Zusammenhang zwischen
den Wachstumsraten benachbarter Plaques detektiert wurde. Die Ergebnisse dieser
Studie zeigen ein physiologisches Wachstumsmodell, in dem Plaques sehr langsam
über große Zeiträume wachsen bis zum Erreichen eines Äquilibriums. Durch die
nachgewiesenen Parallelen zu den Befunden von in vitro Studien und in vivo Er-
gebnissen von Alzheimer-Patienten stellen die beschriebenen Zusammenhänge eine
wertvolle Grundlage für die Translation von Ergebnissen zwischen präklinischer und
klinischer Forschung zur Entwicklung von Aβ-senkenden Therapien dar.
xiv
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Im dritten Teil der Arbeit wurden die Effekte einer passiven Immunisierung
gegen das Aβ-Peptid oder Aβ-Oligomere untersucht. Nach einer zweimonatigen
Antikörper-Behandlung wurden keine Unterschiede in der Plaqueentstehungs- und
Plaquewachstumskinetik gemessen. Eine in der Literatur beschriebene Akkumula-
tion von Aβ-Oligomeren konnte durch eine in vivo Visualisierung mit einem hoch-
spezifischen Antikörper gegen diese Molekülspezies nicht bestätigt werden. Lösliche
Aβ-Peptide oder Aβ-Aggregate akkumulierten erwartungsgemäß um den amyloi-
den Kern von Plaques. Am Ende der Immunisierungsstudie wurde die synaptische
Pathologie mittels immunhistochemischer Färbung der Prä- und Postsynapsen mit
den Markern Synapsin und PSD-95 untersucht. Innerhalb amyloider Plaques wur-
den sehr niedrige Synapsendichten gemessen, die mit zunehmender Entfernung zum
Plaque asymptotisch zu einem Plateau anstiegen. Diese Analyse zeigte erstmals,
dass der Einflussbereich der toxischen Wirkung amyloider Plaques für Präsynapsen
wesentlich größer ist als für Postsynapsen, was auf eine höhere Sensibilität von
Präsynapsen schließen lässt. Abseits von Plaques im Cortex waren die Synapsendich-
ten niedriger im Vergleich zu Wildtyptieren, wie durch den Vergleich der Plateaus
gemessen wurde. Beide therapeutischen Antikörper zeigten eine partielle Normali-
sierung der Synapsendichte. Daraus folgt, dass die Aβ-Oligomere ursächlich für die
Synapsenpathologie waren, da eine spezifische Neutralisierung dieser Aβ-Aggregate
für einen Therapieeffekt ausreichte. Diese Ergebnisse bestätigen in vivo die toxische
Wirkung von Aβ-Oligomeren auf Synapsen und beweisen eine mögliche Neutrali-




Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia implying big eco-
nomical and emotional burden for patients, their families and the whole economy
due to a generally rising life expectancy. A reduction of costs and stress urgently
requires disease-modifying therapies which are currently still lacking. Maybe the
most accurate explanation for the molecular cause of the disease is reflected in the
amyloid-cascade hypothesis, postulating the accumulation and aggregation of the
Aβ peptide as central pathogenic event. Hence, synaptic pathology caused by Aβ
oligomers, inflammatory reactions due to insoluble Aβ aggregates, namely amylo-
id plaques, progressive damage of synapses and neurons, oxidative stress, hyper-
phosphorylisation of the microtubule-associated protein tau, and finally neuron loss
commonly occur as a result. Moreover, the Aβ peptide is constitutively produced
in the brain by sequential cleavage of the amyloid precursor protein (APP) by β-
and γ-secretase enzymes. In the present work, I studied the effects of human APP
overexpression (with a Swedish mutation) on both synapses and the accumulati-
on kinetics of amyloid plaque formation in a mouse model of Alzheimer’s disease
(Tg2576). This detailed characterization of the mouse model was then further utili-
zed in a therapeutic study testing the passive immunization against the Aβ peptide
or Aβ oligomers.
In the first part of this work, I investigated the effects of APP overexpression on
dendritic spines forming the postsynaptic compartment of glutamatergic synapses
on dendrites. As reporter animals, mice expressing the yellow-fluorescent protein
YFP in a subset of cortical pyramidal neurons were used. Two-photon microscopy
enabled the elaborate in vivo analysis of dendritic spines on apical dendrites of layer
II/III and V neurons in the somatosensory cortex. Overexpression of APP induced
a locally differential effect on the spine density with no changes being observed
in layer II/III yet increased spine numbers calculated in layer V neurons. A more
detailed characterization revealed a majority of stable spines as responsible for the
rise in spine densities; however, no further changes in the spine count were detected
over a period of six weeks. Moreover, dendritic spine morphology was also unaltered.
Summarized, these results hint to a possible physiological role of APP and/or its
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proteolytic fragments at the synapse.
Amyloid plaques, one of the two characteristic neuropathological hallmarks of
AD, are generated by aggregation of the Aβ peptide into amyloid fibrils with a
crossed β-sheet structure. Thus, in the second part of this work, the formation
and aggregation kinetics of amyloid plaques were measured by means of in vivo
two-photon microscopy and repeated use of the fluorescent marker methoxy-X04.
Such extensive quantitative analysis of plaque sizes, plaque growth rates and plaque
densities as performed for two different age groups, depicting models for early and
late stage AD pathology, allowed the most detailed in vivo characterization so far.
For a precise measurement of plaque densities, in each group I analysed large brain
volumes of 3 mm3. Interestingly, the complete range of plaque growth kinetics as
imaged in a weekly interval for over 15,5 month showed the same trend like that
of a sigmoid function, a finding that accords with in vitro studies and AD pati-
ents. Moreover, the plaque densities increased asymptotically with higher age and
followed an exponential, one-phase association function. Newly-formed plaques sho-
wed by far the smallest plaque size, which also continued to rise upon ageing. In
contrast, the linear plaque growth rate, measured as weekly increase in the plaque
radius, decreased with increasing age of the animal. This finding was also reflected
in a negative correlation between plaque growth rate and plaque density. In addi-
tion, huge plaques were produced early in the developmental phase, and the final
size they reached at the end of the experiment correlated with the plaque growth
rate. In the early phase of plaque formation, the plaques expanded with a maxi-
mal growth rate that was not limited by the Aβ concentration. Furthermore, the
growth rates of individual plaques were widely distributed assuming the influence of
local factors. This finding was supported by the long-term study over 15,5 months
showing no correlation between the growth rates of neighbouring plaques. Conclusi-
vely, the results of this investigation demonstrate a growth model, in which plaques
grow very slowly over longer periods until they reach equilibrium. Thus, both the
described relationships and verified parallels to in vitro studies and findings in AD
patients shape an important basis for the translation of results between preclinical
and clinical research and for the final development of Aβ-lowering therapies.
In the third part of this thesis, I analysed the effects of a passive immunization
against Aβ peptides or Aβ oligomers. A two-month long antibody treatment did
neither affect the plaque formation nor its growth kinetics. Moreover, Aβ oligomer
assemblies as described previously in literature were not detected using in vivo vi-
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sualization with a highly specific antibody against these molecular species. Instead,
soluble Aβ peptides or Aβ aggregates accumulated around the plaque core as ex-
pected. At the end of the immunization study, the synaptic pathology was analysed
by immunohistochemical stainings of pre- and postsynapses using the markers syn-
apsin and PSD-95. Here, very low synapse densities were measured inside amyloid
plaques, which increased asymptotically until culmination of a plateau. This ana-
lysis showed for the first time that the influenced area of toxic effects of amyloid
plaques is higher for presynapses than for postsynapses, suggesting a higher sensi-
tivity of presynapses. Apart from plaques, the synapse densities were lower in AD
mice compared to wild-type animals as identified by comparison of the estimated
plateaus. Both therapeutic antibodies showed a partial normalization of the synapse
density. Thus, Aβ oligomers were likely causative for the synapse pathology since
the specific neutralization of Aβ aggregates sufficiently achieved a therapeutic ef-
fect. In summary, these findings verify the toxic effect of Aβ oligomers on synapses








1.1.1 Historie und epidemiologische Aspekte
Im Jahre 1906 stellte der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer
bei einer Konferenz in Tübingen den ersten Fall einer damals noch unbekannten
Krankheit vor, die später seinen Namen tragen sollte. Die Patientin Auguste Deter
”
. . . bot schon klinisch ein so abweichendes Bild . . .“, dass sich dieser Fall
”
. . . unter
keiner der bekannten Krankheiten einreihen ließ. . .“. Alzheimer schrieb in der ers-
ten Publikation weiter:
”
Sie ist zeitlich und örtlich gänzlich desorientiert.“ und
”
Ihre
Merkfähigkeit ist aufs schwerste gestört“. Die Sektion des Gehirns, der mit 55 Jahren
verstorbenen Auguste Deter, zeigte eine gleichmäßige Atrophie. Zwei histologische
Befunde grenzten den Fall weiter von den bisher bekannten Krankheiten ab. In den
Gehirnschnitten fand Alzheimer
”
miliare Herdchen“ eines in die Hirnrinde eingela-
gerten Stoffes und ungewöhnlich stark angefärbte Neurofibrillen (Alzheimer, 1907),
die heute amyloide Plaques und neurofibrilläre Tangles (eng. für Knäuel) genannt
werden (Abb. 1.1 a-d auf der nächsten Seite).
Mehr als 100 Jahre später leben in Deutschland rund 1,3 Millionen Menschen mit
Demenz, deren größter Anteil mit zwei Drittel dem Typ Alzheimer zugeordnet wer-
den kann. Aufgrund des demografischen Wandels durch weniger Nachwuchs und stei-
gende Lebenserwartung könnte sich dieser Wert im Jahr 2050 verdoppeln (Sütterlin
u. a., 2011). Die Kosten durch Demenz beliefen sich im Jahr 2010 weltweit auf mehr
als 600 Milliarden US-Dollar für die insgesamt 36 Millionen Menschen, die mit ei-
ner Demenz leben (Batsch u. a., 2012; Prince u. a., 2011). Im Vergleich zu anderen
weit verbreiteten Krankheiten, wie Krebs und Herz-Kreislauf-Erkrankungen, sind
die direkten und indirekten Kosten mittlerweile wesentlich höher (Abbott, 2011).
Diese große ökonomische und emotionale Belastung für Patienten, deren Familien
und für die gesamte Gesellschaft erfordern die dringende Entwicklung neuartiger
Therapien, die den Krankheitsverlauf abmildern können (Huang u. a., 2012).
1.1.2 Klinische Symptome
Morbus Alzheimer ist eine progressive Erkrankung deren Verlauf über mehrere Jah-
re fortschreitet. Es werden im allgemeinen drei Stadien unterschieden – von einer
leichten, über eine mittlere bis zu einer schweren Demenz – die durchschnittlich
jeweils drei Jahre dauern (Sütterlin u. a., 2011). Die Krankheit beginnt mit einer









Abb. 1.1: Die histopathologischen Merkmale der ersten Alzheimer-Patientin Auguste Deter. In
a sind histologische Gehirnpräparate der ersten Alzheimer-Patientin Auguste Deter zu sehen, die im Jahr
1997 im Institut für Neuropathologie der Ludwig-Maximilians-Universität München wieder aufgefunden
worden sind (Graeber u. a., 1999). Die Gehirnpräparate wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Dr. h. c.
Hans Kretzschmar FRCPath für die Aufnahmen unter a-d zur Verfügung gestellt. Die Übersichtsaufnah-
me zeigt das Bild einer Bielschowsky Silberfärbung mit den beiden von Alois Alzheimer identifizierten




aufgeknäuelte Bündel von Fibrillen“
beschrieb (b). In den vergrößerten Bildausschnitten sind die extrazellulären neuritischen Plaques (c)
und intrazellulären neurofibrillären Tangles (d) zu sehen, wie die Merkmale heute bezeichnet werden.
Zur Färbung der amyloiden Fibrillen können auch Fluoreszenzfarbstoffe verwendet werden, die die
Aufnahme sehr kontrastreicher Bilder ermöglicht. In e und f sind entsprechende Fluoreszenzaufnahmen
eines amyloiden Plaques und eines neurofibrillären Tangle zu sehen. Die Maßstäbe repräsentieren 5µm.
in einer Störung des Kurzzeitgedächtnisses äußert. Im mittleren Stadium ist eine
selbständige Lebensführung mit personeller Unterstützung möglich. Neue Informa-
tionen werden zunehmend schwerer behalten und viel schneller wieder vergessen. Zu-
dem verschlechtern sich das Ausüben praktischer Tätigkeiten und logisches Denken
deutlich. Im schweren Stadium der Krankheit sind fast alle kognitiven Fähigkeiten
verloren gegangen. Die Patienten benötigen eine intensive Pflege rund um die Uhr
und ein Großteil von ihnen ist bettlägerig (Tarawneh u. a., 2012; Weintraub u. a.,
2012). Durch neuropsychologische Tests kann Morbus Alzheimer mit hoher Ge-
nauigkeit diagnostiziert und von anderen Demenzen abgegrenzt werden (Tarawneh
u. a., 2012). Die Phase der klinischen Symptome kann in der gesamten Ätiologie
der Krankheit bereits als mittleres bis spätes Stadium eingeordnet werden. In Bio-
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markerstudien wurden erste Veränderungen im Gehirn bereits 25 Jahre vor Beginn
der zu erwartenden klinischen Symptome in Menschen detektiert, deren Familien an
einer vererbbaren Form von Morbus Alzheimer leiden (Bateman u. a., 2012). Aus
diesem Grund ist es sehr wichtig neue Diagnoseverfahren zu entwickeln, die mit
einer hohen Genauigkeit unterscheiden können, ob ein Patient später an Morbus
Alzheimer erkrankt oder nicht (Hampel u. a., 2010; Mattsson u. a., 2009).
1.1.3 Neuropathologische Merkmale
Die klassischen neuropathologischen Merkmale von Morbus Alzheimer sind amy-
loide Plaques, neurofibrilläre Tangles und Neuropilfäden (Iqbal u. a., 2002; Man-
delkow u. a., 1998; Terry, 1994; Trojanowski u. a., 2000). Diese Läsionen führen zu
einer Immunreaktion, die durch eine Aktivierung von Astrozyten und Mikroglia
gekennzeichnet ist (Beach u. a., 1989; Itagaki u. a., 1989; Masliah u. a., 1991; Ro-
gers u. a., 1988). Häufig kommt es zum gleichzeitigen Auftreten einer zerebralen
Amyloidangiopathie (Mandybur, 1975; Vinters u. a., 1996). Zusätzlich ist Morbus
Alzheimer durch einen Verlust an Neuronen, Neuropil und Synapsen charakterisiert
(Serrano-Pozo u. a., 2011).
Extrazelluläre Plaques
Den Hauptbestandteil von Plaques stellt das Aβ-Peptid dar, das durch Aggregation
zur Bildung der extrazellulären Ablagerungen führt (Glenner u. a., 1984b; Masters
u. a., 2006, 1985). Das Aβ-Peptid entsteht durch die enzymatische Proteolyse des
Amyloid-Vorläuferproteins (APP, siehe Abschnitt 1.2 auf Seite 8). Plaques besitzen
eine poröse Struktur (Cruz u. a., 1997) und eine annähernd sphärische Form, de-
ren Durchmesser bis zu 200µm betragen kann (Cummings u. a., 1998). Es können
verschiedene Arten von Plaques unterschieden werden: Klassische
”
Cored-Plaques“
bestehen aus einem verdichteten Kern aus Amyloidfibrillen des Aβ-Peptids, der
von einer locker gebauten Mantelzone umhüllt ist. Neuritische Plaques enthalten
zusätzlich dystrophe Neuriten (Dickson, 1997; Thal u. a., 2005). Die Amyloidfi-
brillen des Plaque-Kerns weisen eine sehr dichte und hochgeordnete, gekreuzte β-
Faltblattstruktur auf und können mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen (Congo
Red, Thioflavin S, Methoxy-X04) angefärbt werden (Eisenberg u. a., 2012; Fändrich,
2007; Fändrich u. a., 2011; Meinhardt u. a., 2009). In Abbildung 1.1 e auf der vorhe-
rigen Seite ist eine superauflösende Fluoreszenzaufnahme dargestellt, die mithilfe
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strukturierter Beleuchtung generiert wurde und die die poröse, fibrilläre Struk-
tur verdeutlicht. Diese Art von Plaques werden in der vorliegenden Arbeit all-
gemein als amyloide Plaques oder β-Amyloid bezeichnet. Weiterhin werden noch
diffuse Plaques unterschieden, die keinen amyloiden Kern besitzen und deren Aβ-
Ablagerungen relativ gleichmäßig im Plaque verteilt sind (Thal u. a., 2005). Diffuse
Plaques können nur durch Immunfärbungen gegen das Aβ-Peptid detektiert wer-
den, da sie keine Amyloidfibrillen aufweisen und nicht mit den dafür spezifischen
Fluoreszenzfarbstoffen gefärbt werden können (Fändrich, 2007). Die Verteilung der
Plaques im Gehirn ist nicht stochastisch, sondern verläuft in verschiedenen Phasen.
Als erste Region ist der Isocortex betroffen (Phase 1), gefolgt vom Hippocampus
und dem entorhinalen Cortex (Phase 2). In Phase 3 können Plaques im Striatum
und Zwischenhirn detektiert werden. Die Plaquepathologie schreitet weiter voran
in verschiedene Kerne des Stammhirns (Phase 4) bis in Phase 5 weitere Kerne des
Stammhirns und Teile des Cerebellums betroffen sind (Duyckaerts u. a., 2009; Thal
u. a., 2006, 2002). Der Verlust an kognitiven Fähigkeiten in Alzheimer-Patienten
korreliert mit der Schwere der Pathologie neuritischer Plaques (Nelson u. a., 2012).
Für die präklinische Erforschung der Plaque-Pathologie werden transgene Mausmo-
delle verwendet, in denen die Entwicklung und Morphologie amyloider Plaques sehr
gut reproduziert wird (Duyckaerts u. a., 2008).
Neurofibrilläre Tangles
Neurofibrilläre Tangles sind intrazelluläre Einschlüsse in Neuronen, die aus dem
aggregierten Mikrotubuli-assoziierten Protein Tau bestehen (Wischik u. a., 1988).
Die physiologische Funktion von Tau ist die Stabilisierung von neuronalen Mikro-
tubuli bei der Entwicklung von Zellfortsätzen, dem Aufbau der Zellpolarität und
dem intrazellulären Transport. Es ist hauptsächlich in Axonen lokalisiert (Drewes
u. a., 1998). Während der Alzheimerschen Erkrankung wird Tau hyperphosphory-
liert, wodurch die Bindungen zu den Mikrotubuli geschwächt und diese destabili-
siert werden. Infolgedessen kommt es zum Erliegen des axonalen Transports und
zu einer Umverteilung von Tau in das somatodendritische Kompartiment (Mandel-
kow u. a., 1995, 1994, 1998). Die Hyperphosphorylierung von Tau führt weiterhin
zur Aggregation des Proteins, das gepaarte helikale Filamente mit einer gekreuzten
β-Faltblattstruktur bildet, wie das Aβ-Peptid (Mandelkow u. a., 2012; Meinhardt
u. a., 2009). Diese Aggregate bilden die neurofibrillären Tangles und sind in dys-
trophen Neuriten vorhanden, die als Neuropilfäden bezeichnet werden (Abb. 1.1 d, f
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auf Seite 3). Innerhalb neuritischer Plaques und in deren unmittelbarer Umgebung
sind solche abnormalen Neuriten lokalisiert (Holtzman u. a., 2011b). Auch die Tau-
Pathologie zeigt ein typisches Muster der sequentiellen Entwicklung in verschiede-
nen Hirnregionen, die nach ihrem Entdecker
”
Braak Stages“ genannt werden (Braak
u. a., 1991, 1997). Die ersten Aggregate von Tau werden im trans-entorhinalen und
entorhinalen Cortex gebildet (Phase I und II), gefolgt vom Hippocampus (Phase
III und IV) und dem Isocortex (Phase V und VI). Interessanterweise korreliert die
Tau-Pathologie besser mit dem Verlust der kognitiven Fähigkeiten als die Pathologie
neuritischer Plaques (Nelson u. a., 2012). Aus diesem Grund wurde die Einteilung
nach dem Schema von Braak für die post mortem Routineuntersuchung eingeführt
(Duyckaerts u. a., 1997).
Verlust von Neuronen und Synapsen
Neben den klassischen neuropathologischen Merkmalen sind Verluste von Neuronen
und Synapsen zu verzeichnen. Beide pathologischen Prozesse in Kombination mit
der Degeneration von Neuriten sind für eine makroskopische Atrophie des Gehirns
in Form eines Volumen- und Gewichtverlustes verantwortlich (Huang u. a., 2012;
Serrano-Pozo u. a., 2011). Interessanterweise überlappen sich die Regionen, in de-
nen Neuronen und Synapsen untergehen, mit der Verteilung der neurofibrillären
Tangles und Neuropilfäden. Aus diesem Grund wird der Untergang von Neuronen
und Synapsen als Hauptursache für den Verlust kognitiver Funktionen angesehen
(Duyckaerts u. a., 2009; Holtzman u. a., 2011b).
Besonders verletzliche Neurone, die bei der Alzheimerschen Erkrankung betroffen
sind, liegen in Schicht II des entorhinalen Cortex, der pyramidalen Schicht des
Hippocampus und bestimmte Regionen im temporalen, parietalen und frontalen
Neocortex (Gómez-Isla u. a., 1996; Hof u. a., 1990a,b; Whitehouse u. a., 1982). Die
Mehrheit der untergegangenen Neurone verwenden Glutamat als Neurotransmitter,
aber es gibt auch einen Verlust cholinerger Neurone des basalen Vorderhirns und von
noradrenergen Neuronen im Locus Ceruleus (Busch u. a., 1997; Coyle u. a., 1983;
Davies u. a., 1976).
Der Verlust von Synapsen wurde in zahlreichen Elektronenmikroskop-Studien und
immunhistochemischen Studien belegt, in denen verschiedene prä- oder postsynap-
tische Proteine gefärbt wurden (Serrano-Pozo u. a., 2012). Ein Vergleich der Syn-
apsendichten bzw. Synapsenanzahl mit dem ante mortem gemessenen kognitiven
Status der Alzheimer-Patienten zeigte die beste Korrelation von allen neuropatho-
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logischen Merkmalen. Zudem erscheint der Verlust von Synapsen als relativ frühes
Ereignis im klinischen Verlauf der Krankheit (DeKosky u. a., 1990; Heinonen u. a.,
1995; Honer u. a., 1992; Masliah u. a., 1989; Scheff u. a., 1990, 2003, 2007, 1993; Ter-
ry u. a., 1991). Weiterhin wurde vom Untergang dendritischer Spines berichtet (el
Hachimi u. a., 1990; Ferrer u. a., 1990; Fiala u. a., 2002; Knobloch u. a., 2008; Pen-
zes u. a., 2011), die als ein morphologisches Korrelat von Lernen und Gedächtnis
angenommen werden (Alvarez u. a., 2007; Nimchinsky u. a., 2002; Yuste, 2011; Yus-
te u. a., 2001b). In der Nähe amyloider Plaques ist die Dichte dendritischer Spi-
nes ebenfalls reduziert (Grutzendler u. a., 2007) und innerhalb amyloider Plaques
sind nahezu keine Synapsen zu detektieren (Lassmann u. a., 1992). Der Verlust
von Synapsen wurde auch für transgene Alzheimer-Mausmodelle berichtet, sowohl
abseits von amyloiden Plaques als auch in deren Nähe (Knobloch u. a., 2008; Po-
zueta u. a., 2012; Spires-Jones u. a., 2012). Im Vergleich zum Alzheimer-Patienten
sind die Synapsenverluste im Tiermodell nicht so ausgeprägt und teilweise wurden
widersprüchliche Ergebnisse publiziert (Duyckaerts u. a., 2008). Hinsichtlich dieses
Aspekts scheinen die Alzheimer-Mausmodelle die präklinische Phase der humanen
Pathologie widerzuspiegeln, währenddessen die Aβ-Akkumulation stattfindet, ohne
klinische Symptome hervorzurufen (Holtzman u. a., 2011a).
1.1.4 Genetische und andere Risikofaktoren
Morbus Alzheimer wird wahrscheinlich durch komplexe Wechselwirkungen von ge-
netischen, epigenetischen und umweltbedingten Faktoren verursacht (Huang u. a.,
2012). Grundsätzlich können zwei Arten der Alzheimerschen Krankheit unterschie-
den werden. Die autosomal-dominant vererbten Varianten beruhen auf Mutationen
in den Genen des Amyloid-Vorläuferproteins und der Präseniline 1 und 2, den ka-
talytischen Untereinheiten der γ-Sekretase (siehe Abschnitt 1.2 auf der nächsten
Seite), die zu einem frühzeitigen Ausbruch der Krankheit vor einem Alter von 60
Jahren führen (Bertram u. a., 2010; O’Brien u. a., 2011). Diese Mutationen bedin-
gen weniger als ein Prozent der Alzheimerfälle (Campion u. a., 1999), während die
Mehrheit der Fälle durch eine sporadische Form hervorgerufen wird (Tanzi, 2012).
Interessant ist die sehr hohe Ähnlichkeit der Pathologien beider Formen von Mor-
bus Alzheimer (Shepherd u. a., 2009). Die Wahrscheinlichkeit an der sporadischen
Variante zu erkranken, wird durch weitere Suszeptibilitätsgene erhöht, von denen
Apolipoprotein E (ApoE) mit Abstand die größte Bedeutung hat (Carrasquillo u. a.,
2009; Hollingworth u. a., 2011; Naj u. a., 2011; Schellenberg u. a., 2012). Insgesamt
7
1. Einleitung
wird der Einfluss genetischer Faktoren bei der sporadischen Form auf 60 bis 80 %
geschätzt (Gatz u. a., 2006). Das Hauptrisiko an sporadischem Morbus Alzheimer
zu erkranken, birgt das Altern an sich. Die Wahrscheinlichkeit verdoppelt sich alle
fünf Jahre ab einem Alter von 65 Jahren (Ferri u. a., 2005). Zusätzlich beeinflussen
Lebensgewohnheiten wie Bildung, kognitive Beanspruchung, der Body-Mass-Index,
körperliche Aktivität, Rauchen und Alkoholkonsum die Prävalenz einer Erkrankung
(Y. Lee u. a., 2010; Valenzuela u. a., 2006). Als weitere Risikofaktoren zählen Kopf-
verletzungen und Schlaganfälle (Savva u. a., 2010; Sundström u. a., 2004, 2007).
1.2 Das Amyloid-Vorläuferprotein APP
1.2.1 Struktur, Lokalisation und Prozessierung von APP
Das Amyloid-Vorläuferprotein (amyloid precursor protein, APP) ist ein Typ-I orien-
tiertes Transmembranprotein, dessen Gen beim Menschen auf dem Chromosom 21
lokalisiert ist (Kang u. a., 1987). In Säugetieren bildet APP zusammen mit den bei-
den Homologen APLP1 und APLP2 (amyloid precursor like protein 1/2) die APP-
Proteinfamilie (Wasco u. a., 1992, 1993). Es gibt mehrere Isoformen des Proteins,
wobei die 695 Aminosäuren lange Variante vorwiegend im Gehirn exprimiert wird,
weshalb dieser Isoform die meiste Beachtung innerhalb der Alzheimer-Forschung zu-
kommt (Tanaka u. a., 1988, 1989). APP besitzt eine relativ große extrazelluläre und
eine kurze zytosolische Domäne deren verbindende Sequenz einmal die Zellmem-
bran passiert (Abb. 1.2 auf der nächsten Seite). Die Reifung des Proteins findet im
sekretorischen Pfad statt, währenddessen posttranslationale Modifizierungen, wie
Glykosylierung, Phosphorylierung und Sulfatierung, erfolgen können (Haass u. a.,
2012). APP wurde in den Membranen von synaptischen Präparationen detektiert
(Kirazov u. a., 2001) und wurde weiter in der postsynaptischen Dichte, Axonen und
Dendriten lokalisiert (Koo u. a., 1990; Schubert u. a., 1991; Shigematsu u. a., 1992).
Bei der proteolytischen Prozessierung von APP können zwei prinzipielle Wege
unterschieden werden – ein amyloidogener Weg, bei dem das Aβ-Peptid generiert
wird und ein nicht-amyloidogener Weg. APP enthält drei Schnittstellen (Abb. 1.2 b)
die durch die Proteaseaktivität der α-, β- und γ-Sekretasen geschnitten werden
und zu einer komplexen Prozessierung führen (Haass, 2004). Die Generierung des
Aβ-Peptids wird durch die Aktivität der β-Sekretase in Endosomen initiiert, bei
der ein großer Teil der Ektodomäne von APP (APPsβ) in den extrazellulären
Raum entlassen wird und ein Carboxy-terminales Fragment (βCTF oder C99)
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Abb. 1.2: Die sequentielle Spaltung des Amyloid-Vorläuferproteins APP. Die sequentielle Spal-
tung von APP erfolgt in zwei Prozessierungspfaden (a). Bei der amyloidogenen Prozessierung wird die
Ektodomäne (APPsβ) von der β-Sekretase abgespalten und in den extrazellulären Raum entlassen.
Die anschließende Prozessierung des membranständigen C-terminalen Fragments (βCTF) durch die
γ-Sekretase wird die APP intrazelluläre Domäne (AICD) und das für die Alzheimersche Erkrankung
wichtige Aβ-Peptid (blaue Domäne) freigesetzt. Alternativ wird APP bei der nicht-amyloidogenen Pro-
zessierung innerhalb der Sequenz des Aβ-Peptids von der α-Sekretase gespalten, wodurch die APPsα-
Ektodomäne in den extrazellulären Raum freigesetzt wird. Der folgende Schnitt des membranständigen
C-terminalen Fragments (αCTF) durch die γ-Sekretase befreit die APP intrazelluläre Domäne und das
p3 Peptid. Die Aminosäuresequenz des Aβ-Peptids und angrenzende Bereiche inklusive der Schnittstel-
len von α-, β und γ-Sekretasen sind in b dargestellt. Aufgrund des heterogenen Schnittbereiches der
γ-Sekretase entstehen unterschiedliche Aβ-Peptide mit Längen von 37 bis 43 Aminosäuren (Schnitt-
richtung indiziert durch den Pfeil).
in der Membran verbleibt (Abb. 1.2 a auf dieser Seite). Dieses membranständige
Fragment wird anschließend durch die γ-Sekretase innerhalb der Transmembran-
domäne in Endosomen oder an der Zelloberfläche gespalten, wodurch das Aβ-Peptid
und die intrazelluläre Domäne (AICD, APP intracellular domain) freigesetzt wer-
den (Haass u. a., 2012, 1993). Die Prozessierung durch die γ-Sekretase erfolgt in
mehreren Schritten, wodurch Aβ-Peptide mit Längen von 37 bis 43 Aminosäuren
entstehen (Abb. 1.2 b). Für die Aktivität der β-Sekretase ist die membranständige
Aspartat-Endopeptidase BACE1 verantwortlich (Hussain u. a., 1999; Lin u. a., 2000;
Sinha u. a., 1999; Vassar u. a., 1999; R. Yan u. a., 1999), während sich die ebenfalls
membranständige γ-Sekretase aus vier Untereinheiten zusammensetzt (De Strooper,
2003). Die γ-Sekretase besitzt die außergewöhnliche Eigenschaft, Peptidbindungen
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von Transmembranproteinen in der hydrophoben Umgebung einer Lipidmembran
zu spalten (Haass u. a., 1992; Shoji u. a., 1992). Das katalytische Zentrum der γ-
Sekretase bilden jeweils die Präseniline PS-1 oder PS-2 (De Strooper, 2010; De
Strooper u. a., 1998).
Im nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg wird APP durch die α-Sekretase in-
nerhalb der Aβ-Sequenz gespalten, was zur Sekretion der löslichen extrazellulären
APPsα-Ektodomäne führt (Esch u. a., 1990; Sisodia u. a., 1990). Die anschließen-
de Spaltung des membranständigen αCTF (C83) durch die γ-Sekretase resultiert
wiederum in der Freisetzung der intrazellulären Domäne (AICD) und des Peptids
p3, das für die Alzheimersche Erkrankung unbedeutend ist (Abb. 1.2 a). Für die
Proteinasen der ADAM-Familie (a disintegrin and metalloproteinase) wurde eine
α-Sekretase-Aktivität gezeigt (Allinson u. a., 2003), von denen ADAM10 die physio-
logisch relevante Funktion für die Prozessierung von APP in Neuronen auszuführen
scheint (Kuhn u. a., 2010).
1.2.2 Funktionen von APP und dessen proteolytische Fragmente
Für die Erforschung des Einflusses von APP und dessen proteolytischen Fragmen-
ten auf die Pathologie der Alzheimerschen Erkrankung ist es bedeutend, auch die
normalen physiologischen Funktionen zu kennen. Eine Analyse der Struktur von
APP lässt eine Funktion als Zelloberflächenrezeptor vermuten (Turner u. a., 2003).
Tatsächlich wurden einige mögliche Liganden für die extrazelluläre Domäne be-
schrieben, was diese Hypothese belegt (Zheng u. a., 2006). Zusätzlich gibt es eine
sehr große Ähnlichkeit zum Notch-Rezeptor, der nach Liganden-Bindung ebenfalls
von der γ-Sekretase gespalten wird und zur Signaltransduktion im Zellkern durch
die freigesetzte intrazelluläre Domäne NICD (Notch intracellular domain) führt (Sel-
koe u. a., 2003). Diese Ähnlichkeit zum Notch-Signalweg unterstützt die These der
Funktion von APP als Zelloberflächenrezeptor weiter (Zheng u. a., 2011). Weiterhin
wurde für die extrazelluläre Domäne eine Funktion als Zelladhäsionsprotein be-
schrieben, die durch transsynaptische Interaktionen von prä- und postsynaptischem
APP charakterisiert ist und zur Stabilisierung von Synapsen beitragen könnte (Hoe
u. a., 2012; Z. Wang u. a., 2009). Ein weiteres Indiz für eine synaptische Funktion
zeigten Studien in APP Knock-out Mäusen, in denen eine veränderte Dichte den-
dritischer Spines gemessen wurde (Bittner u. a., 2009; K. J. Lee u. a., 2010). Für
die APP-Ektodomäne wurden synaptotrophe Effekte berichtet, einschließlich einer
erhöhten synaptischen Dichte, eines geförderten Auswachsens von Neuriten und ei-
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nes verbesserten Lernens (Gakhar-Koppole u. a., 2008; Meziane u. a., 1998). Das
sezernierte Aβ-Peptid zeigte eine konzentrationsabhängige modulierende Wirkung
auf die synaptische Transmission, die durch höhere Konzentrationen des Aβ-Peptids
gedämpft wurde (Kamenetz u. a., 2003; Puzzo u. a., 2013, 2011, 2008). Zusätzlich
kann die Freisetzungswahrscheinlichkeit von synaptischen Vesikeln durch das Aβ-
Peptid moduliert werden (Abramov u. a., 2009).
1.2.3 Aggregation des Aβ-Peptids
Aβ-Peptide besitzen die Eigenschaft zu aggregieren und amyloide Fibrillen zu bil-
den, die eine hochgeordnete, gekreuzte β-Faltblattstruktur aufweisen. Amyloide
Fibrillen stellen den Endpunkt eines komplexen Aggregationsprozesses dar, der
verschiedene Zwischenprodukte beinhaltet, wie Aβ-Dimere, Aβ-Oligomere, Glo-
bulomere und Protofibrillen (Fändrich u. a., 2011). Der Aggregationsprozess des
Aβ-Peptids ist abhängig von der Bildung eines initialen Aggregationskeimes, des-
sen Bildungswahrscheinlichkeit thermodynamisch unvorteilhaft ist, wie in zahlrei-
chen in vitro Studien gezeigt wurde (Jarrett u. a., 1993). Daraus resultiert eine
Verzögerungsphase bis der erste Aggregationskeim gebildet wird (Abb. 1.3 auf der
nächsten Seite). Die weitere Polymerisation des Aggregationskeimes zu amyloi-
den Fibrillen ist thermodynamisch sehr vorteilhaft, weshalb sich eine exponenti-
elle Wachstumsphase anschließt bis ein thermodynamisches Gleichgewicht erreicht
wird (Abb. 1.3). Eine Polymerisation zu amyloiden Fibrillen ist nur oberhalb ei-
ner kritischen Mindestkonzentration an Monomer möglich (Jarrett u. a., 1993; Te-
plow, 1998). Durch die Einbringung von vorgeformten Aggregationskeimen, dem
sogenannten
”
Seeding“, kann die Verzögerungsphase überbrückt werden und die
Polymerisation beginnt sofort (Harper u. a., 1997). In gleicher Weise korreliert die
Dauer der Verzögerungsphase invers mit der Konzentration an Monomer (Pella-
rin u. a., 2006). Die Polymerisationsgeschwindigkeit ist ebenfalls abhängig von der
Monomerkonzentration und besitzt eine Obergrenze, ab der keine höheren Polymeri-
sationsgeschwindigkeiten bei weiterer Erhöhung der Monomerkonzentration zu mes-
sen sind (Lomakin u. a., 1996). Aufgrund ihres heterogenen Längenpolymorphismus
zeigen die verschiedenen Aβ-Peptide (Aβ40, Aβ42, . . . ) ein unterschiedliches Ag-
gregationsverhalten. Es wurde berichtet, dass im Vergleich zu kürzeren Peptiden
speziell das hydrophobe Aβ42-Peptid essentiell für die Bildung amyloider Plaques
im Mausmodell ist (McGowan u. a., 2005). Weiterhin könnte die Bildung von Ag-



















Abb. 1.3: Die in vitro Aggregationskinetik des Aβ-Peptids. Der Aggregationsprozess des Aβ-
Peptids zu amyloiden Fibrillen ist abhängig von der Bildung eines Aggregationskeimes. Dieser Prozess ist
thermodynamisch unvorteilhaft, weshalb eine Verzögerungsphase existiert. Wenn ein Aggregationskeim
gebildet wurde, schließt sich eine exponentielle Wachstumsphase an, da dieser Prozess thermodynamisch
sehr vorteilhaft ist (durchgezogene schwarze Linie repräsentiert die Menge an Fibrillen). Die Fibrillen
wachsen weiter, bis ein thermodynamisches Äquilibrium zwischen Fibrillen und Monomeren erreicht
ist. Durch die Zugabe von vorgeformten Aggregationskeimen (
”
Seeding“) kann die Verzögerungsphase
überbrückt oder durch die Erhöhung der Monomerkonzentration verkürzt werden (gestrichelte schwarze
Linie).
oder die Akkumulation des Aβ-Peptids in Neuronen begünstigt werden (Gouras
u. a., 2005).
1.3 Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese
Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese (kurz: Amyloid-Hypothese) wurde von John A.
Hardy und Dennis J. Selkoe in den Jahren 1991/1992 postuliert und beschreibt die
Sequenz der pathologischen Vorgänge bei der Alzheimerschen Erkrankung (Hardy
u. a., 1991, 1992; Selkoe, 1991). Als zentrales Ereignis für diese verheerende neuro-
degenerative Erkrankung wurde die Akkumulation des Aβ-Peptids inklusive ihrer
Ablagerung in Form von amyloiden Plaques identifiziert. In einer weiterentwickel-
ten Form der Amyloid-Hypothese wird folgende Sequenz zusammengefasst (Haass
u. a., 2007; Hardy u. a., 2002): Die sukzessive Akkumulation und Aggregation des
kleinen, hydrophoben Aβ-Peptids initiiert eine langsame, aber tödliche Kaskade von
Ereignissen. Toxische Aβ-Oligomere führen zu ersten subtilen Störungen der synap-
tischen Funktionen. Aufgrund der Bildung von unlöslichen Aggregaten kommt es zu
einer Immunreaktion, die durch aktivierte Mikroglia und Astrozyten charakterisiert
ist. Infolgedessen wird das normalerweise lösliche Protein Tau hyperphosphoryliert,
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was zur Oligomerisierung und zur Bildung unlöslicher Aggregate führt. Das weite-
re Fortschreiten der Pathologie führt zu einem progressiven Verlust von Neuronen,
der mit mannigfaltigen Neurotransmitterdefizienzen assoziiert ist. Als Ergebnis ent-
steht eine Alzheimersche Demenz mit einer Plaque- und Tangle-Pathologie (siehe
Abb. 1.4 auf Seite 15).
Mehrere Entdeckungen und deren Verbindungen zur Alzheimer-Pathologie berei-
teten den Weg zur Postulierung der Amyloid-Hypothese. Die stärksten Argumen-
te für die Amyloid-Hypothese gründen, neben der Identifizierung des Aβ-Peptids
als Hauptbestandteil von amyloiden Plaques und zerebraler Amyloidangiopathie
(Glenner u. a., 1984a,b; Masters u. a., 1985) vorwiegend auf genetischen Befunden.
Die Klonierung des APP-Gens und dessen Lokalisation auf dem Chromosom 21
war ein weiterer wichtiger Schritt zur Aufklärung der molekularen Mechanismen
der Krankheit (Goldgaber u. a., 1987; Kang u. a., 1987; Robakis u. a., 1987; Tanzi
u. a., 1987). In Kombination mit der früheren Entdeckung, dass das Down-Syndrom
(Trisomie 21) unweigerlich zu einer frühen Neuropathologie der Alzheimerschen Er-
krankung führt, wurde die zentrale Bedeutung der Akkumulation des Aβ-Peptids
abgeleitet (Hardy u. a., 2002; Olson u. a., 1969). Aufgrund einer weiteren Kopie
des Chromosoms 21 beim Down-Syndrom ist die Aβ-Produktion erhöht, was zu
einer Ablagerung amyloider Plaques ab einem Alter von 35 Jahren und in fast al-
len Individuen zu einer Demenz ab einem Alter von 50 Jahren führt (F. Lai u. a.,
1989; Wisniewski u. a., 1985). Im Einklang mit der Amyloid-Hypothese wurden ers-
te Mutationen in dem Gen von APP entdeckt, die mit einer familiären vererbbaren
Form der Alzheimerschen Erkrankung assoziiert waren (Goate u. a., 1991; Mullan
u. a., 1992). Sehr viele weitere Mutationen wurden für APP berichtet, die alle in
der Region der Schnittstellen der β- und γ-Sekretase lokalisiert sind. Die meisten
Mutationen wurden in den Genen der katalytischen Untereinheiten PS-1 und PS-
2 der γ-Sekretase entdeckt (O’Brien u. a., 2011). Grundsätzlich resultieren diese
Mutationen in einer veränderten amyloidogenen Prozessierung von APP, die zu ei-
ner Verschiebung des Verhältnisses von Aβ42 zu Aβ40 in Richtung des schneller
aggregierenden Aβ42 führt (Shen u. a., 2007). Auch der stärkste genetische Risi-
kofaktor, das ApoE, deutet auf einen veränderten Haushalt des Aβ-Peptids hin,
da es in Verbindung mit dem Abtransport und der Aβ-Aggregation steht (Kim
u. a., 2009). Kürzlich wurde ein protektiver Effekt einer neu beschriebenen Muta-
tion in APP berichtet, die zu einer Reduktion des amyloidogenen Aβ-Peptids in
vitro führt (Jonsson u. a., 2012). Dieses veränderte APP schützt nicht nur vor der
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Alzheimerschen Erkrankung, sondern auch vor dem Verlust kognitiver Fähigkeiten
beim normalen Altern (De Strooper u. a., 2012).
In einem wesentlichen Teil blieb die ursprüngliche Amyloid-Hypothese kontrovers,
da postuliert wurde, dass das Aβ-Peptid per se neurotoxisch ist (Hardy u. a., 1992).
Das Aβ-Peptid wird jedoch während des normalen APP Metabolismus das ganze
Leben mit einer sehr hohen Umsatzrate produziert, was in direktem Widerspruch
zu einer inhärenten Toxizität des Aβ-Peptids steht (Bateman u. a., 2006; Haass
u. a., 1992; Seubert u. a., 1992; Shoji u. a., 1992). In Kombination mit dem Befund,
dass der Gehalt frei diffundierender Aβ-Peptide sehr gut mit dem Verlust kognitiver
Fähigkeiten bei Alzheimer-Patienten korreliert (Lue u. a., 1999; McLean u. a., 1999;
J. Wang u. a., 1999), wurden intermediäre Aggregate des Aβ-Peptids als primär to-
xische Molekülspezies identifiziert (Haass u. a., 2007; Hardy u. a., 2002). Eine Reihe
von Präparationen dieser Aβ-Oligomere wurden synthetisch hergestellt, aber auch
aus den Gehirnen von Alzheimer-Patienten isoliert (Barghorn u. a., 2005; Bitan u. a.,
2003; Gong u. a., 2003; Lambert u. a., 1998; Lesné u. a., 2006, 2013; Shankar u. a.,
2008; Walsh u. a., 2002, 1997). Mit Hilfe von elektrophysiologischen Messungen wur-
de die Toxizität der Aβ-Oligomere auf die Langzeit-Potenzierung (LTP, long-term
potentiation) in hippocampalen Gehirnschnittkulturen in zahlreichen Studien be-
legt (Haass u. a., 2007). LTP ist eine Form der synaptischen Plastizität, bei der
eine langandauernde Verstärkung der synaptischen Übertragung eintritt, die als
ein Mechanismus bei Lernen und Gedächtnis postuliert wurde (Bliss u. a., 1993,
1973a,b; Ho u. a., 2011). Aufgrund der Schwierigkeiten Aβ-Oligomere spezifisch zu
detektieren, fehlt jedoch ein direkter Beweis für deren in vivo Existenz und deren
Lokalisation (Haass, 2010).
Zu der wichtigen Frage, wie Aβ-Pathologie und Tau-Pathologie molekular verbun-
den sind, ist bisher relativ wenig bekannt. Interessanterweise gibt es keine genetische
Verknüpfung von Mutationen in dem Gen von Tau mit der Alzheimerschen Erkran-
kung. Mutationen in Tau verursachen eine Frontotemporale Demenz mit Parkinso-
nismus ohne die extrazellulären Ablagerungen des Aβ-Peptids (Hutton u. a., 1998;
Poorkaj u. a., 1998; Spillantini u. a., 1998). Dies impliziert, dass die Tau-Pathologie
per se neurotoxisch ist, aber nicht die Aβ-Pathologie induzieren kann (Goedert u. a.,
2012; Hardy u. a., 2002). Ein Beleg für die umgekehrte Schlussfolgerung wurde in
transgenen Mausmodellen gezeigt. Die kombinierte Überexpression von mutierten
humanen APP und Tau resultierte in einer verstärkten Tau-Pathologie im Ver-
gleich zur alleinigen Überexpression von Tau (Lewis u. a., 2001). Ein sehr wichtiger
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Abb. 1.4: Ablauf der pathologischen Vorgänge beim Morbus Alzheimer nach der Amyloid-
Kaskaden-Hypothese. Die Darstellung basiert auf Hardy u. a. (2002), sowie Haass u. a. (2007).
Beweis für die enge Verknüpfung beider Pathologien wurde in Zellkultur und trans-
genen Mausmodellen erbracht, bei denen Tau aufgrund eines genetischen Knock-
outs nicht exprimiert wurde. In diesen Studien zeigte sich, dass die Aβ-Toxizität
Tau-abhängig ist, da Lerndefizite, LTP-Reduktion und der Verlust von Neuronen
in diesen experimentellen Modellen durch den Knock-Out von Tau kompensiert
werden konnten (Nussbaum u. a., 2012; Rapoport u. a., 2002; Roberson u. a., 2011,
2007). Dieser Effekt könnte mit der Kinase Fyn zusammenhängen, die über Tau
im dendritischen Spine reguliert wird. Eine Änderung der Verteilung von Tau in
Richtung des dendritischen Kompartiments, wie bei der Alzheimerschen Erkran-
kung, kann durch Hyperphosphorylierung von NMDA-Rezeptoren (N-methyl-D-
Aspartat) in einem durch toxische Exzitation bedingten Untergang dendritischer
Spines resultieren (Ittner u. a., 2011, 2010). Weiterhin wurde eine Verbindung der
synaptotoxischen Wirkung von Aβ-Oligomeren zu Tau über den CAMKK2-AMPK
Signalweg (calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, 5’ adenosine
monophosphate-activated protein kinase, eng.) etabliert, der zur Phosphorylierung
von Tau führt (Mairet-Coello u. a., 2013).
Aufgrund der Amyloid-Hypothese wurden in den vergangenen Jahren eine Reihe
von therapeutischen Strategien zur Reduktion der Aβ-Pathologie entwickelt, von
denen bisher keine eine Verlaufsverbesserung bei Alzheimer-Patienten gezeigt hat.
Für diese negativen Ergebnisse sind zum Teil Nebenwirkungen verantwortlich, als
Hauptursache wird aber eine zu späte Behandlung im Stadium der symptomatischen
Erkrankung angesehen (Citron, 2010; Selkoe, 2011). Immer mehr Studien deuten
darauf hin, dass die molekularen Veränderungen im Gehirn bereits bis zu 25 Jah-
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re vor den ersten klinischen Symptomen auftreten (Bateman u. a., 2012; Sperling
u. a., 2011). Möglicherweise kann der progessive Verlauf der Krankheit in diesem
offensichtlich sehr späten Stadium, bei dem das Gehirn schon substantiellen Scha-
den genommen hat, nicht mehr gestoppt werden (Selkoe, 2011). Aus diesem Grund
müssen neue diagnostische Biomarker zur Früherkennung und der therapeutischen
Verlaufskontrolle etabliert werden (Hampel u. a., 2010). Einen ultimativen Test der
Amyloid-Hypothese stellen die kürzlich begonnenen Präventionsstudien dar, in de-
nen verschiedene Aβ-senkende Therapien vor dem Einsetzen der klinischen Sympto-
me in Menschen mit familiären Varianten der Alzheimerschen Krankheit untersucht
werden (Callaway, 2012; Garber, 2012; Mullard, 2012; Selkoe, 2012).
1.4 Die Immunisierung als therapeutische Strategie bei Morbus
Alzheimer
Die Immunisierung ist eine vielseitige therapeutische Methode, die schon lange und
erfolgreich bei verschiedenen Infektionskrankheiten eingesetzt wird. In der moder-
nen Medizin wurden die grundlegenden Strategien der aktiven Immunisierung durch
Nutzung monoklonaler Antikörpertechnologie für eine passive Immunisierung er-
weitert und bei Autoimmunerkrankungen, Krebs und Arteriosklerose zielführend
angewendet (Brody u. a., 2008).
Schenk u. a. (1999) berichteten erstmals von einer aktiven Immunisierung mit
aggregierten Aβ42-Peptiden in einem transgenen Mausmodell. Die anschließende
Analyse der Mäuse zeigte eine dramatische Reduktion der Plaque-Pathologie, wo-
bei der Effekt unabhängig davon war, ob vor oder nach der Entstehung amyloider
Plaques immunisiert wurde. In weiteren Studien wurde der Einfluss auf das Lern-
verhalten untersucht, das sich ebenfalls sehr stark verbesserte und teilweise sogar
das von Wildtyptieren übertraf (Janus u. a., 2000; Morgan u. a., 2000). Mit die-
sen Versuchen wurde der Grundstein für ein neues, vielversprechendes Feld in der
Forschung und Entwicklung von Therapeutika für neurodegenerative Erkrankung-
en gelegt (Brody u. a., 2008). Die ersten Berichte einer passiven Immunisierung
gegen das Aβ-Peptid zeigten korrespondierende Ergebnisse in der Reduktion der
Plaque-Pathologie in transgenen Mausmodellen (Bard u. a., 2000; DeMattos u. a.,
2001). In vielen folgenden Studien wurde beobachtet, dass sich die Therapieerfolge
in den Lernexperimenten zum Teil sehr schnell einstellten und unabhängig von der
Reduktion der Plaque-Pathologie waren (Chen u. a., 2007; Dodart u. a., 2002; Hart-
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man u. a., 2005; E. B. Lee u. a., 2006; Oddo u. a., 2006). Eine mögliche Erklärung
des Effektes war, dass die toxische Wirkung von diffundierenden Aβ-Oligomeren
für die Lerndefizite verantwortlich war und diese schnell durch die Immunisierung
neutralisiert werden konnte (Brody u. a., 2008).
Für die Effekte der Immunisierungen wurden mehrere Mechanismen vorgeschla-
gen, die sich nicht gegenseitig ausschließen. Mehrere Studien zeigten eine Aktivie-
rung von Mikroglia durch die Immunisierung, wodurch die Phagozytose von amy-
loiden Plaques stimuliert wurde (Bard u. a., 2000; Schenk u. a., 1999). Dieser Me-
chanismus bedingt ein Eindringen der Antikörper in das Gehirn, während eine di-
rekte Bindung an amyloide Plaques nicht notwendig war (Citron, 2010). Weiterhin
können Antikörper aus aggregiertem Aβ-Peptid bestehende Amyloidfibrillen in vi-
tro direkt auflösen (Frenkel u. a., 2000). Ein kürzlich entwickelter Antikörper, der
ausschließlich an amyloide Fibrillen des Aβ-Peptids bindet, zeigte großes Potential
mit diesem Wirkmechanismus (DeMattos u. a., 2012). Zudem ist das Epitop des An-
tigens für die Bindungscharakteristik des Antikörpers wichtig (Robert u. a., 2012).
Antikörper, die gegen die N-terminale Region des Aβ-Peptids gerichtet sind, binden
an jede strukturelle Form des Aβ-Peptids von Monomeren über Oligomere bis zu
amyloiden Fibrillen. Daraus folgt, dass dieses Epitop während jeder Aggregations-
stufe exponiert ist (Ida u. a., 1996; Robert u. a., 2010). Dagegen binden Antikörper
nur lösliche Aβ-Monomere, wenn das Epitop in der zentralen Region des Aβ-Peptids
lokalisiert ist. Mit diesen Antikörpern ist ein peripherer Wirkmechanismus assozi-
iert, bei dem kein Eindringen des Antikörpers in das Gehirn notwendig ist. Sie
sequestrieren die Aβ-Monomere im Blutplasma, wodurch das Äqulibrium des Aβ-
Haushaltes zwischen Gehirn und Blutplasma gestört wird und ein Nettostrom in
Richtung Peripherie entsteht (DeMattos u. a., 2001). Ein weiteres Wirkprinzip ist
die direkte Bindung von Antikörpern an Aβ-Oligomere, wodurch deren toxische Ef-
fekte neutralisiert werden ohne weitere Auswirkungen auf amyloide Plaques (Citron,
2010). Kürzlich wurde von einem hochspezifischen Antikörper berichtet, der die toxi-
sche Wirkung von Aβ-Oligomeren neutralisiert ohne an monomere Aβ-Peptide oder
fibrilläre Aβ-Aggregate zu binden (Hillen u. a., 2010). Durch die konformationsspe-
zifische Bindung kann im Vergleich zu einer Immuntherapie gegen das Aβ-Peptid
eine mögliche Interferenz mit dessen physiologischer Funktion vermieden werden
(Lemere u. a., 2010).
Aufgrund der aussichtsreichen Erfolge der Immunisierung in Alzheimer-Mausmo-
dellen wurden sehr schnell erste klinische Studien in Alzheimer-Patienten durch-
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geführt (Delrieu u. a., 2012). Bei der ersten aktiven Immunisierung mit einem syn-
thetischen Aβ42-Peptid traten bei 6 % der Patienten Komplikationen in Form einer
Meningoenzephalitis auf, woraufhin die klinische Studie in Phase II abgebrochen
wurde (Y.-H. Liu u. a., 2012). Zudem wurde in der Weiterverfolgerung der Patien-
ten aus dieser Studie keine Verbesserung im klinischen Verlauf festgestellt (Gilman
u. a., 2005; C. Holmes u. a., 2008). Auch die Anwendung der passiven Immunisierung
brachte bisher keine Erfolge, den progressiven Verlust der kognitiven Fähigkeiten zu
stoppen (Salloway u. a., 2009). Im Jahr 2012 wurden zwei klinische Studien in Phase
III mit den bisher am weitesten entwickelten Antikörpern Bapineuzumab und Sola-
nezumab abgebrochen (Mullard, 2012). Weiterhin wurden bei einigen Antikörpern
ernsthafte Nebenwirkungen, wie Mikroblutungen und vasogene Ödeme detektiert
(Kaufer u. a., 2009; Racke u. a., 2005). Wie bereits im vorherigen Abschnitt 1.3 auf
Seite 12 besprochen, wurde die Behandlung in den bisherigen klinischen Studien sehr
wahrscheinlich zu spät begonnen (Citron, 2010; Selkoe, 2011). Für die geplanten
Präventionsstudien wird die Immunisierung als eine hoffnungsvolle therapeutische
Strategie mit angewendet werden (Garber, 2012).
1.5 Intravitaluntersuchungen mittels
Zwei-Photonen-Mikroskopie
Eine Intravitaluntersuchung hat den Vorteil, dass physiologische und pathophysio-
logische Vorgänge im intakten Organismus (in drei Raumdimensionen) über die Zeit
beobachtet werden können (Pittet u. a., 2011). Da die Zellen als Grundbausteine von
Organismen sehr klein sind und nicht direkt vom menschlichen Auge optisch auf-
gelöst werden können, wurde die Mikroskopie seit Leeuwenhoek zu einem wertvollen
Werkzeug in Biologie und Medizin. Lebendes Gewebe eignet sich nicht besonders
gut für die direkte optische Untersuchung, wofür die Fluoreszenzmikroskopie als
ideale Methodik etabliert wurde. Die Fluoreszenzmarkierung erlaubt die selektive
und spezifische Detektion von Molekülen in niedrigen Konzentrationen mit einem
hohen Signal-zu-Hintergrund-Verhältnis (Yuste, 2005).
Die Intravitaluntersuchung stellt in Abhängigkeit von der Applikation hohe An-
forderungen an das zu wählende fluoreszenzmikroskopische Verfahren. In vielen
Fällen muss tief im Gewebe mit einer hohen Auflösung, einer möglichst geringen
Phototoxizität, hoher Sensitivität und oft auch über mehrere Zeitpunkte mikro-
skopiert werden. Für viele neurobiologischen Untersuchungen hat sich die Zwei-
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Energiediagramm Fluoreszenz im Fokus
Abb. 1.5: Beschreibung der Fluoreszenzanregung durch ein oder zwei Photonen. Bei der Ein-
Photonen-Anregung wird ein Lichtquant (blau) mit der entsprechenden Energie von einem Molekül
(graue Kugel) absorbiert, die sich aus der Differenz der Energien des angeregten Niveaus E1 und des
Grundniveaus E0 im vereinfachten Jablonski-Diagramm ergibt. Im Falle eines Fluoreszenzmoleküls kann
ein optischer Übergang in das Grundniveau genutzt werden, wodurch ein Photon mit etwas geringe-
rer Energie als das anregende Photon emittiert wird (grün). Die Ein-Photonen-Anregung findet im
gesamten Lichtkegel eines fokussierten Lichtstrahles statt, wie im Schema dargestellt ist. Bei der Zwei-
Photonen-Anregung werden zum Überwinden der Energielücke zwischen E0 und E1 zwei Lichtquanten
(rot) mit halber Energie wie bei der Ein-Photonen-Anregung genutzt. Beide Lichtquanten müssen für
diesen nichtlinearen Effekt simultan auf das Molekül treffen, was nur bei sehr hohen Photonendich-
ten möglich ist. Um eine messbare Reaktion zu erreichen, sind Femtosekunden-Laser nötig, die eine
entsprechende Photonendichte erzeugen. Die Anregung ist dabei auf das fokale Volumen beschränkt,
da nur im Fokus eine ausreichende Photonendichte existiert, wodurch ein inhärenter optischer Schnitt
entsteht.
Photonen-Mikroskopie (auch 2P-Mikroskopie) als sehr geeignet erwiesen, die von
Denk u. a. (1990) erstmals für biologische Proben demonstriert wurde. Bereits lange
vor dieser praktischen Applikation wurde der zugrundeliegende nichtlineare optische
Effekt der Zwei-Photonen-Anregung theoretisch von Göppert-Mayer (1931) postu-
liert. Dieser beruht auf der Existenz einer Wahrscheinlichkeit, dass ein Atom durch
Lichtquanten mit geringerer Energie als seiner Anregungsenergie auf ein höheres
Energieniveau angeregt werden kann, sofern die Summe dieser Energien gleich der
Anregungsenergie ist (Abb. 1.5 auf dieser Seite). Weiterhin müssen beide Photonen
simultan auf das Atom oder Molekül treffen, was eine extrem hohe Photonendich-
te für messbare Ereignisse in absehbaren Zeitdimensionen erfordert. Ein prakti-
scher Vergleich verdeutlicht die extremen Unterschiede in der Wahrscheinlichkeit
mit der Ein-Photonen- und Zwei-Photonen-Anregungen stattfinden. Über ein Ein-
Photonen-Ereignis wird ungefähr ein Photon pro Sekunde von einem guten Ein-
oder Zwei-Photonen-Absorber bei strahlendem Sonnenschein absorbiert. Bei glei-
chen Bedingungen findet eine Zwei-Photonenabsorption nur alle 10 Millionen Jahre
statt (Denk u. a., 1997).
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Die nichtlineare Anregung hat einige Vorteile gegenüber der konventionellen Fluo-
reszenzmikroskopie, die besonders wichtig für Intravitaluntersuchungen sind (Svo-
boda u. a., 2006): (1) Das längerwellige Anregungslicht wird weniger stark von dem
Gewebe absorbiert und gestreut, wodurch sich die Eindringtiefe erhöht. Zudem führt
eine geringere Absorption zu weniger Phototoxizität. (2) Aufgrund des nichtlinea-
ren optischen Effektes kommt es ausschließlich zur Anregung im fokalen Volumen,
was eine inhärente optische Schnittbildung zur Folge hat (Abb. 1.5). Zusätzlich wird
dadurch die Phototoxizität weiter verringert und ein Photobleichen der Probe außer-
halb des Fokus verhindert. (3) Die Detektionseffizienz in stark streuenden Proben
ist wesentlich höher (vor allem tief im Gewebe) im Vergleich zur konfokalen Mi-
kroskopie. So können auch gestreute Photonen zum Signal beitragen, sofern sie das
Objektiv erreichen und passieren. Beim konfokalen Mikroskop werden praktisch kei-
ne gestreuten Photonen detektiert, da die als Raumfilter fungierende Lochblende vor
dem Detektor diese abblockt. In einem Zwei-Photonen-Mikroskop sind diese Loch-
blenden vor den Detektoren nicht notwendig, was den optischen Aufbau wesentlich
vereinfacht (Abb. 1.6 auf der nächsten Seite). Ein weiterer Unterschied zum konfoka-
len Laser-Scanning-Mikroskop ist die Anwendung von Ultrakurzpuls-Lasern (meist
modengekoppelte Ti:Sa-Laser, 700-1000 nm Wellenlänge) als Anregungslichtquelle,
mit denen entsprechende Photonendichten im fokalen Volumen erzeugt werden, da-
mit ein messbares Signal durch Zwei-Photonen-Anregung generiert werden kann
(Denk u. a., 1990, 1997).
Für Intravitaluntersuchungen mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie müssen die zu
erforschenden biologischen Strukturen fluoreszieren. Eine Reihe im Gewebe vor-
kommender Moleküle besitzen eine intrinsische Fluoreszenz, die direkt genutzt wer-
den kann. Intrazelluläre Stoffwechselprodukte, wie NADH (reduzierte Form von
Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid), Flavine oder Indolamine ermöglichen Rück-
schlüsse auf den Redox-Zustand einer Zelle (Takano u. a., 2007; Zipfel u. a., 2003a,b).
Zudem kann die Frequenzverdopplung, ein nichtlinearer optischer Effekt (SHG, se-
cond harmonic generation, eng.), zur Kontrastierung von Kollagenfasern, Mikrotu-
buli und Skelettmuskeln angewendet werden (Zipfel u. a., 2003a). Für kurzzeitige
Experimente können synthetische Fluoreszenzfarbstoffe in das Gehirn oder direkt
in Zielzellen injiziert werden (Svoboda u. a., 1997). Beispiele sind Oregon Green 488
BAPTA-1 und Sulforhodamin 101, die zur Messung von Calciumsignalen bzw. spe-
zifischen Markierung von Astrozyten verwendet werden können (Garaschuk u. a.,
2006; Nimmerjahn u. a., 2004). Eine direkte Injektion von Fluoreszenzfarbstoff in
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Abb. 1.6: Prinzipieller Aufbau eines Zwei-Photonen-Mikroskopes und die Generation
dreidimensionaler Bilder. Für die Zwei-Photonen-Anregung wird meistens ein abstimmbarer
Femtosekunden-Laser (fs-Laser) verwendet, dessen emittiertes Licht mit einem Akusto-optischen Mo-
dulator (AOM) moduliert wird, um die Anregungsintensität zu kontrollieren (meist modengekoppelte
Ti:Sa-Laser, 700-1000 nm Wellenlänge). Der Laserstrahl wird von einem Teleskop aufgeweitet und nach
dem Passieren der Scan- und Tubuslinse vom Objektiv in die Probe fokussiert. Durch Deflektion an
einem x-y Scanner kann die Position des Fokus in der x-y Ebene verändert und Punkt für Punkt ab-
gescannt werden. Das Anregungslicht und die Fluoreszenzemission werden durch einen dichroitischen
Spiegel voneinander getrennt. Mittels weiterer dichroitischer Spiegel wird das Licht auf verschiedene
Detektoren verteilt (Photomultipliertubes, PMT), vor denen jeweils ein Emissionsfilter zum Abblo-
cken von restlichem Anregungslicht platziert ist. Mit der inhärenten Bildung eines optischen Schnittes
durch die Zwei-Photonen-Anregung in Kombination mit dem x-y Scannen entsteht ein dreidimensio-
naler Bildstapel. Eine dreidimensionale Rekonstruktion eines solchen Bildstapels ist rechts zu sehen.
Die Fluoreszenzen von Methoxy-X04 (blau) und YFP (grün) markieren amyloide Plaques und apikale
Dendriten, aufgenommen im Neocortex einer lebenden Maus bis zu einer Tiefe von 300µm.
das Blutgefäßsystem führt zu einem Angiogramm (Kleinfeld u. a., 1998; Winkler
u. a., 2009). Weiterhin können synthetische Fluoreszenzfarbstoffe in Langzeitexpe-
rimenten angewendet, sofern sie die Blut-Hirn-Schranke in ausreichenden Mengen
passieren können. Die Untersuchung der Proteinaggregation des Aβ-Peptids in amy-
loiden Plaques mit Methoxy-X04 im zerebralen Cortex von transgenen Alzheimer-
Mausmodellen kann als ein Beispiel angeführt werden (Burgold u. a., 2011; Hefen-
dehl u. a., 2011; Klunk u. a., 2002; Meyer-Luehmann u. a., 2008). In Abbildung 1.7
auf der nächsten Seite ist eine dreidimensionale Aufnahme dargestellt, bei der eine
Kombination beider Färbemethoden verwendet wurde.
Als eine sehr elegante Methode vor allem zur Markierung für Langzeituntersu-
chungen hat sich die Anwendung von fluoreszenten Proteinen, wie z.B. dem grün-
fluoreszierenden Protein (GFP, green fluorescent protein), erwiesen (Parekh u. a.,
2013). Die Entwicklung von spektralen Farbvarianten (XFPs) durch Einfügen von
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Abb. 1.7: Beispiel eines dreidimensionalen Bildes amyloider Plaques mit einem Angiogramm.
Das Bild wurde mittels in vivo Zwei-Photonen-Mikroskopie im zerebralen Cortex eines Alzheimer-
Mausmodells generiert. Amyloide Plaques (blau) wurden mit Methoxy-X04 und das Blutgefäßsystem
(grau) durch eine Injektion von Texas Red®-Dextran in die Schwanzvene angefärbt. Der Maßstab
repräsentiert 100µm.
Punktmutationen hat die Nutzbarkeit zusätzlich gesteigert (Shaner u. a., 2005). Für
die in vivo Analyse der Neuronenstruktur inklusive dendritischer Spines wurden ver-
schiedene transgene Mauslinien generiert, die XFPs unter der Kontrolle des neuro-
nenspezifischen Promotors Thy-1 exprimieren. In der YFP-H Mauslinie sind Schicht
II/III und V Neurone des zerebralen Cortex so spärlich markiert, dass deren Dendri-
tenbaum mit dendritischen Spines sehr gut mikroskopiert werden können, ähnlich
einer Golgi-Färbung (Feng u. a., 2000).
Zur in vivo Untersuchung des Gehirns mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie muss
es optisch zugänglich gemacht werden. In der Literatur sind zwei mögliche Verfah-
ren beschrieben. Bei der
”
open skull“ Methode wird ein Stück Schädelknochen über
der zu untersuchenden Region mit einem Durchmesser von drei bis acht Millimeter
entfernt (Fuhrmann u. a., 2007; Holtmaat u. a., 2009; Skoch u. a., 2005; Svoboda
u. a., 1997). Im Falle eines Langzeitversuches wird die Öffnung mit einem Deckglas
wieder verschlossen, womit ein optisch transparenter und einwandfreier Zugang ge-
schaffen wird, der das Mikroskopieren bis zu einer Tiefe von 700-800µm erlaubt. Ein
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weiterer Vorteil dieser Methode ist der relativ großflächige Ausschnitt des Gehirns,
der für die Untersuchung zur Verfügung steht. In Abhängigkeit vom Operateur und
weiteren Faktoren (z.B. Einwachsen des Schädelknochens) kann das kraniale Fens-
ter über Wochen und Monate klar bleiben und ermöglicht eine beliebige Anzahl
von Mikroskopiezeitpunkten. Aufgrund der invasiven Natur des Eingriffs wird eine
Immunreaktion induziert, die nach einer Erholungsphase von zwei bis drei Wochen
abgeklungen ist (Holtmaat u. a., 2009). Die
”
thinned skull“ Methode ist weniger
invasiv, da bei der Präparation der Schädel nicht geöffnet wird, sondern durch Boh-
ren bis zu einer minimalen Dicke von 20µm ausgedünnt wird (Christie u. a., 2001;
Grutzendler u. a., 2002; Yang u. a., 2010). Bei dieser Schichtdicke wird der Kno-
chen transparent, allerdings sind die optischen Eigenschaften nicht gleichwertig zum
Glasfenster, wodurch nur oberflächliche Aufnahmen möglich sind. Zudem ist die mi-
kroskopierbare Fläche mit einem Durchmesser von 200µm wesentlich geringer. Für
wiederholtes Mikroskopieren mit einem Abstand von mehr als 24 Stunden muss das
Fenster erneut präpariert werden, was meist nur drei bis vier Mal gelingt und somit
die Gesamtzahl an Zeitpunkten stark einschränkt. Ein Vorteil dieser Methode ist
die freie Wahl der Abstände zwischen einzelnen Untersuchungen (Holtmaat u. a.,
2009; Yang u. a., 2010). Beide Methoden setzen ein hohes Maß an Erfahrung des
Operateurs für ein optimales Ergebnis voraus.
1.6 Strukturelle Plastizität dendritischer Spines
Im Jahr 1888 beschrieb der spanische Arzt Ramón y Cajal eine Serie von kleinen dor-
nenartigen Fortsätzen an den Dendriten von Purkinjezellen im Gehirn eines Huhns,
die er als
”
espinas“ (Spines) bezeichnete (Ramón y Cajal, 1888). Die meisten exzita-
torischen Synapsen im erwachsenen Gehirn von Säugetieren enden an dendritischen
Spines, wobei ein typischer Spine eine einzelne Synapse an seinem Spine-Kopf lo-
kalisiert hat (Hering u. a., 2001). Dendritische Spines besitzen typischerweise eine
Länge zwischen 0,5 und 3µm und ein Volumen von bis zu 0,8µm3 (Harris u. a.,
1994). Ultrastrukturelle Aufnahmen zeigten innerhalb des Spine-Kopfes und direkt
gegenüber der präsynaptischen, aktiven Zone eine elektronendichte Region, die als
postsynaptische Dichte bezeichnet wird (Harris u. a., 1994, 2012). Diese setzt sich
aus Strukturproteinen, den Neuro-Transmitter-Rezeptoren und anderen Proteinen
zur Signaltransduktion zusammen (Sheng u. a., 2012). Weiterhin enthalten dendri-
tische Spines ein Zytoskelett und optional sind Mitochondrien, Polyribosomen, ein
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glattes endoplasmatisches Retikulum und ein
”
Spine Apparatus“ assoziiert (He-








(pilzförmige) Spines (Harris u. a., 1992; Peters u. a., 1970).
”
Mushroom“ Spines
besitzen einen relativ großen Kopf, der durch einen dünnen Hals mit dem Dendri-
ten verbunden ist. Im Vergleich dazu weist ein
”
thin“ Spine einen relativ kleinen
Kopf im Verhältnis zur Länge des Spines auf.
”
Stubby“ Spines kennzeichnet eine
annähernd äquivalente Breite wie Länge in Abwesenheit eines Spine-Halses. Zudem
müssen noch Filopodien von dendritischen Spines abgegrenzt werden, die Vorstufen
von dendritischen Spines vor allem in der postnatalen Entwicklungsphase darstellen
(Dailey u. a., 1996; Zuo u. a., 2005a).
Unter dem Begriff der strukturellen Plastizität werden alle Vorgänge zusammen-
gefasst, die mit der kinetischen Änderung von dendritischen Spines assoziiert sind.
Diese beinhalten sowohl Modifikationen der Morphologie und Größe, als auch die
Neubildung und den Verlust von dendritischen Spines. In ex vivo Studien wurde
der Einfluss verschiedener Stimuli auf die Größe dendritischer Spines untersucht.
Eine hochfrequente Erregung der Präsynapse (LTP-Stimulation) führte zu einer
Erhöhung des Spine-Volumens, während eine niederfrequente Erregung (LTD, long-
term depression) in einer Verminderung des Spine-Volumens resultierte (Matsuz-
aki u. a., 2004; Okamoto u. a., 2004; Zhou u. a., 2004). Weiterhin wurde berichtet,
dass eine Reduktion der neuronalen Aktivität zum Verlust von dendritischen Spines
führen kann (Nägerl u. a., 2004). Der umgekehrte Prozess einer de novo Bildung den-
dritischer Spines wurde dagegen durch eine LTP-Stimulation induziert, die nach 15
bis 19 Stunden alle ultrastrukturellen Merkmale einer synaptischen Verbindung ent-
wickelten (Engert u. a., 1999; Maletic-Savatic u. a., 1999; Nägerl u. a., 2004, 2007).
Aufgrund der zeitlichen Stabilität von großen Spines wurde postuliert, dass diese
Spines das Gedächtnis repräsentieren. Im Gegensatz dazu könnten die flexiblen,
kleinen Spines ein strukturelles Korrelat des Lernens darstellen, die nach Stimula-
tion zu großen Spines des Gedächtnisses transformiert werden (Bourne u. a., 2007;
Kasai u. a., 2003).
Die Entwicklung der Intravitaluntersuchung mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie
in Kombination mit der Generierung transgener Mauslinien mit einer inhärenten
Färbung der neuronalen Strukturen ermöglichte die Langzeitbeobachtung dendriti-
scher Spines in lebenden Mäusen (Grutzendler u. a., 2002; Trachtenberg u. a., 2002).
In der postnatalen Entwicklung ist das neuronale Netzwerk sehr dynamisch und die
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meisten Spines weisen eine kurze Lebensdauer auf (Holtmaat u. a., 2005; Zuo u. a.,
2005a). Unter normalen Bedingungen werden dendritische Spines im adulten Gehirn
stabilisiert, mit einem Anteil von bis 70 % stabilen Spines in Abhängigkeit von der
untersuchten Gehirnregion (Grutzendler u. a., 2002; Zuo u. a., 2005a). In adulten
Mäusen können dendritische Spines neben der Klassifizierung nach der Morpho-
logie, auch zeitlich in transiente und persistente Spines kategorisiert werden. Als
transient werden Spines mit einer Lebensdauer von weniger als acht Tagen bezeich-
net, während persistente Spines mindestens acht Tage existieren, aber meist über
wesentlich längere Zeiträume stabil bleiben (Holtmaat u. a., 2005). Dabei zeigen
persistente Spines alle Merkmale einer funktionierende Synapse, während diese bei
transienten Spines nicht immer vorhanden ist (Knott u. a., 2006).
Für die Untersuchung der strukturellen Plastizität auf äußere Veränderungen,
ähnlich der LTP- und LTD-Stimulation in ex vivo Studien, wurden sensorische
Manipulationen angewendet, wie das Stutzen der Schnauzhaare, das Verschließen
eines Auges oder die Zerstörung einer Retinaregion (Hofer u. a., 2009; Holtmaat
u. a., 2006; Keck u. a., 2008; Trachtenberg u. a., 2002; Wilbrecht u. a., 2010; Zuo
u. a., 2005b). Durch die Unterdrückung der sensorischen Signale wurde ein massiver
Umbau des neuronalen Netzwerkes in den korrespondierenden Gehirnregionen in-
duziert, der durch einen erhöhten Umsatz dendritischer Spines charakterisiert war
und dessen strukturellen Veränderungen dauerhaft blieben. Diese Experimente be-
wiesen die hohe strukturelle Plastizität des Gehirns auch in adulten Mäusen. Als
wesentlich physiologischeren Stimulus wurden in neueren Studien verschiedene Lern-
paradigmen angewendet (Fu u. a., 2011). So führten das Erlernen einer bestimmten
Greifübung, das Balancieren auf einem rotierenden Stab und das Erlernen eines
Liedes bei einem Zebrafinken zur Ausbildung neuer Spines im motorischen und au-
ditorischen Cortex (Fu u. a., 2012; C. S. W. Lai u. a., 2012; Roberts u. a., 2010; T.
Xu u. a., 2009; Yang u. a., 2009). Wiederholtes Training resultierte in einer Stabi-
lisierung neuer Spines, die über Monate stabil bleiben können (T. Xu u. a., 2009).
Diese Experimente zeigen, dass dendritische Spines ein physikalisches Korrelat von
Lernen und Gedächtnis darstellen und das Lernen mit der Neubildung dendritischer






Der Ergebnisteil dieser Arbeit ist in drei Abschnitte unterteilt. Im ersten Ab-
schnitt wird die in vivo Analyse der Dichte dendritischer Spines im somatosensori-
schen Cortex unter dem Einfluß der Überexpression des Amyloid-Vorläuferproteins
(APP) in einem Mausmodell vorgestellt. Die Bildungs- und Wachstumskinetik amy-
loider Plaques wird detailliert im zweiten Teil beschrieben, und die Auswirkungen
einer passiven Immunisierung gegen verschiedene Aβ-Aggregate auf die Wachstums-
kinetik amyloider Plaques und die Synapsendichte in verschiedenen Gehirnregionen
werden im dritten Abschnitt dargestellt. Hierbei wird vor allem darauf fokussiert,
inwieweit ein hochspezifisch an Aβ-Oligomere bindender Antikörper im Vergleich
zu einem unspezifischen, an verschiedenste Aβ-Aggregate bindender Antikörper po-
sitive Therapieeigenschaften aufweist.
2.1 In vivo Analyse der Dichte dendritischer Spines unter dem
Einfluss der Überexpression des Amyloid-Vorläuferproteins
In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass eine erhöhte Konzentration des Aβ-Pep-
tides im Gehirn zum Untergang von Synapsen führen kann (Abschnitt 1.3 auf Sei-
te 12). Der Synapsenverlust ist ein charakteristisches Merkmal der Alzheimerschen
Erkrankung und sollte in einem Mausmodell in vivo untersucht werden, das APP
überexprimiert, was zu einer Erhöhung der Aβ-Konzentration führt (Abschnitt 1.2
auf Seite 8). Dabei wurde der Fokus auf die Untersuchung dendritischer Spines
gelegt, die postsynaptische Struktur glutamaterger Synapsen, die besonders stark
von der Alzheimer-Pathologie betroffen sind. Diese initiale Charakterisierung sollte
die Basis für mögliche in vivo Therapiestudien mit verschiedenen Strategien zur
Senkung der Aβ-Konzentration darstellen.
2.1.1 Einführung der verwendeten Mausmodelle
Für die Markierung dendritischer Spines wurde eine Mauslinie verwendet, die das
gelbfluoreszierende Protein YFP in einer Subpopulation pyramidaler Neuronen in
den Schichten II/III und V des somatosensorischen Cortex exprimiert (YFP-H
Mauslinie, Feng u. a. (2000), Abb. 2.1 a auf der nächsten Seite). Das YFP diffundiert
im kompletten Neuron und markiert so den gesamten dendritischen Baum inklu-
sive Spines und axonaler Fortsätze. Durch Implantation eines kranialen Fensters
über dem somatosensorischen Cortex können dreidimensionale optische Schnittbil-
der mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie der dendritischen Spines aufgenommen und
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Abb. 2.1: Einführung der verwendeten Mausmodelle. Zur Visualisierung dendritischer Spines wurde
eine Mauslinie (YFP-H) ausgewählt, die das gelbfluoreszierende Protein YFP in einem Teil der pyra-
midalen Neurone in Schicht II/III und V exprimiert. In a ist das Expressionsmuster von YFP in einem
koronalen Hirnschnitt zu sehen. Diese Maus wurde mit dem Tg2576 Mausmodell verkreuzt, welches
das humane Amyloid-Vorläuferprotein mit der familiären schwedischen Mutation unter einem Hamster-
Prion-Protein-Promotor exprimierte. Die Überexpression des APP führte hauptsächlich zur Ablagerung
des Aβ-Peptids im zerebralen Cortex und im Hippocampus, wie unter b in einem saggitalen Hirnschnitt
zu beobachten ist. In rot wurden das Signal einer Antikörperfärbung (Antikörperklon 6E10) gegen das
Aβ-Peptid und in blau die Fluoreszenz des Amyloidfibrillen-bindenden Farbstoffes Methoxy-X04 (eben-
so in c und d) dargestellt. Das vergrößerte, dreidimensionale und Volumen-gerenderte Bild zeigt den
fibrillären Kern der Plaques in einer Hülle aus niedermolekularen Aβ-Aggregaten. Die Proteinablage-
rungen führten zu einer Entzündungsreaktion, indiziert durch eine Erhöhung der Dichte von aktivierten
Mikroglia (c, Iba1-Färbung, grün) und Astrozyten (d, GFAP-Färbung, magenta). In c und d sind die
selben Hirnschnitte zu sehen und die dazugehörigen Vergrößerungen zeigen den selben Plaque. Die
Maßstäbe stellen 500µm (a), 1 mm (b–d, Hirnschnitte) und 20µm dar (b–d, Vergrößerungen).
diese über einen Zeitraum von mehreren Wochen beobachtet werden (Abschnitt 4.2
auf Seite 111). Die YFP-H Maus wurde mit der Tg2576 Mauslinie verkreuzt, die das
humane APP mit der schwedischen Mutation unter einem Hamster-Prion-Protein-
Promotor exprimiert. Durch die schwedische Mutation in APP kommt es zu einer
verstärkten Produktion und Sekretion des Aβ-Peptids, das durch die sequentielle
Spaltung des APP durch die β- und γ-Sekretase entsteht (Haass u. a., 1995). In elf
bis 13 Monate alten Tieren sind die Konzentrationen von Aβ40 fünffach und von
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Aβ42 14-fach erhöht im Vergleich zu jüngeren, zwei bis fünf Monate alten Tieren
(Hsiao u. a., 1996). Dieser Anstieg der Aβ-Konzentrationen in alternden Tg2576
Mäusen führt zur Aggregation der Aβ-Peptide in amyloiden Plaques ab einem Al-
ter von acht bis neun Monaten. In Abbildung 2.1 b auf der vorherigen Seite ist die
Verteilung amyloider Plaques in einem sagittalen Gehirnschnitt einer 27,5 Monate
alten Tg2576 Maus dargestellt. Die extrazellulären Ablagerungen der Aβ-Aggregate
führen zu einer Immunreaktion in ihrer Umgebung. Diese Immunreaktion ist gekenn-
zeichnet durch eine Erhöhung der Dichte von aktivierten Mikroglia (Abb. 2.1 c) und
aktivierten Astrozyten (Abb. 2.1 d).
2.1.2 Statische Untersuchung der Dichte dendritischer Spines
In dieser Arbeit sollte die Wirkung einer erhöhten Konzentration von löslichen
Aβ-Molekülen auf die Dichte dendritischer Spines untersucht werden. Aus diesem
Grund wurden die Mäuse in einem Alter von zwölf Monaten untersucht, in dem die
Aβ-Konzentrationen deutlich erhöht sind. Ein Problem stellen die in diesem Alter
bereits gebildeten amyloiden Plaques dar. Für zahlreiche Alzheimer-Mausmodelle,
inklusive des in dieser Studie verwendeten Modells Tg2576, wurde ein Verlust den-
dritischer Spines in der Umgebung amyloider Plaques in einer Entfernung von bis
zu 50µm beschrieben (Bittner u. a., 2012, 2010; Grutzendler u. a., 2007; Knafo u. a.,
2009; Koffie u. a., 2009; Merino-Serrais u. a., 2011; Spires u. a., 2005; Spires-Jones
u. a., 2007; Tsai u. a., 2004). Um eine Interferenz dieses Effektes mit der geplanten
Untersuchung auszuschließen, wurden die amyloiden Plaques mit dem Fluoreszenz-
farbstoff Methoxy-X04 in vivo gefärbt (Klunk u. a., 2002). In den Übersichtsbildern
wurden nur Dendriten für die hochauflösende Aufnahme zur Detektion der Spines
ausgewählt, die einen Mindestabstand von 50µm zu amyloiden Plaques aufwiesen.
Diese Bedingung konnte relativ einfach erfüllt werden, da die Plaquedichte in die-
sem Alter noch sehr gering war. Aufgrund des anisotropen Auflösungsvermögens
von Fluoreszenzmikroskopen im dreidimensionalen Raum wurden die Spinedichten
der apikalen Dendriten analysiert, die distal in der Schicht I lagen und hauptsächlich
senkrecht zur optischen Achse des Objektives verliefen (Denk u. a., 1997; Helmchen
u. a., 2005). Es wurden Dendriten von Schicht II/III und Schicht V Neuronen un-
tersucht, die durch Zurückverfolgen des Dendritenbaumes von der Oberfläche bis zu
einer Tiefe von 450µm unterschieden werden konnten (Abb. 2.2 a auf der nächsten
Seite). Für die apikalen Dendriten der Schicht II/III Neurone wurde kein Unter-
schied zwischen der Spinedichte von AD-transgenen Tieren und Kontrolltieren de-
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Abb. 2.2: Vergleich der Spinedichten der apikalen Dendriten von pyramidalen Neuronen aus
Schicht II/III und V unter dem Einfluss der Überexpression des Amyloid-Vorläuferproteins. In
a sind die Rekonstruktionen von je einem Schicht II/III und Schicht V pyramidalen Neuron zu sehen.
Beide Neurone wurden im lebenden somatosensorischen Cortex einer Maus mittels Zwei-Photonen-
Mikroskopie aufgenommen. Die Untersuchung der Spinedichte wurde distal, an den apikalen verzweig-
ten Dendriten in Schicht I in einem Alter von zwölf Monaten durchgeführt. Über den Diagrammen
wurden für jede Neuronenart jeweils ein Beispieldendrit für Kontrolltiere (YFP) und AD-transgene Tie-
re (Tg2576xYFP) als dreidimensionales Volumen-gerendertes Bild gezeigt (grün). Die Spinedichte von
Schicht II/III Neuronen unterschied sich nicht zwischen den Kontrolltieren und AD-transgenen Tieren
(b, YFP/Tg2576xYFP: 1275/1256µm Dendritenlänge und 363/339 Spines), während für Schicht V
Neurone eine signifikante Erhöhung der Spinedichte für AD-transgene Tiere ermittelt wurde (c, t-Test,
P=0,016, YFP/Tg2576xYFP: 2709/2327µm Dendritenlänge und 831/832 Spines). Die Datenpunkte
zeigen die Mittelwerte für einzelne Mäuse. Die Linie und die Fehlerbalken repräsentieren jeweils die
Mittelwerte der Gruppe bzw. das 95 %-Konfidenzintervall. Der Maßstab stellt 5µm dar. * P<0,05
tektiert (0,28 und 0,27µm-1, Abb. 2.2 b). Im Gegensatz dazu war die Spinedichte
von Schicht V Neuronen der AD-transgenen Tiere signifikant erhöht gegenüber den
Werten der Kontrolltiere (0,36 und 0,31µm-1, Abb. 2.2 c). Diese erhöhte Spinedich-
te unterschied sich ebenfalls signifkant von den Werten der Schicht II/III Neurone,
während die Spinedichte der Kontrolltiere unverändert war.
2.1.3 Kinetische Analyse dendritscher Spines
Die erhöhte Spinedichte der apikalen Dendriten von Schicht V Neuronen unter
dem Einfluss der Überexpression von APP sollte detaillierter untersucht werden.
Dazu wurden Zeitserien von den selben Dendriten über einen Beobachtungszeit-
raum von sechs Wochen aufgenommen (Abb. 2.3 auf der nächsten Seite). Eine
lineare Regression über die Zeit zeigte keine Änderung der mittleren Spinedich-
ten, da der Anstieg nicht unterschiedlich von Null war (Abb. 2.4 a auf Seite 33).
Die Analyse der entsprechenden Achsenabschnitte ergab die gleiche erhöhte Spi-
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Abb. 2.3: In vivo Zeitserie apikaler Dendriten von Schicht V Neuronen zur kinetischen Analyse
dendritischer Spines über sechs Wochen. Für die kinetische Analyse dendritischer Spines wurde zwei-
mal wöchentlich über einen Zeitraum von sechs Wochen mikroskopiert. Die beiden Beispieldendriten
wurden dreidimensional und Volumen-gerendert in grün dargestellt. Die Symbole zeigen exemplarisch
verschiedene kinetische Ereignisse. Der schwarze Pfeil indiziert einen bestehenden Spine, der bereits im
vorherigen Zeitpunkt exisitierte, während die blauen und roten Pfeile neu entstandene bzw. verloren
gegangene Spines markieren. Der Maßstab stellt 2µm dar.
statischen Auswertung. Durch zweimaliges Mikroskopieren innerhalb einer Woche
über einen Zeitraum von sechs Wochen konnten einzelne dendritische Spines über
die Zeit verfolgt werden (Abb. 2.3 auf dieser Seite). Dabei wurden die kinetischen
Ereignisse neu entstehender, verloren gehender und bestehender Spines unterschie-
den (Pfeile in Abb. 2.3). Die meisten dendritischen Spines im Neocortex sind über
lange Zeiträume stabil (Grutzendler u. a., 2002), während ein kleiner Anteil einem
ständigen Umsatz unterliegt. Anhand ihrer Lebensdauer können dendritische Spines
in transiente, kurzlebige Spines (Lebensdauer <7 d) und persistente langlebige Spi-
nes (Lebensdauer ≥7 d) unterschieden werden (Holtmaat u. a., 2005). Die erhöhte
Spinedichte unter dem Einfluss der Überexpression von APP war auf eine Erhöhung
der Dichte persistenter Spines zurückzuführen (Abb. 2.4 b auf der nächsten Seite,
0,24 und 0,31µm-1). Zwischen beiden Gruppen war die Dichte transienter Spines
gleich (0,05µm-1, Abb. 2.4 b), aber innerhalb der einzelnen Gruppen war die Dichte
persistenter Spines stark signifikant erhöht im Vergleich zur Dichte transienter Spi-
nes. Die Anteile an neu entstandenen und verlorenen gegangenen Spines über einen
Zeitraum von einer Woche waren nicht unterschiedlich, sowohl der Vergleich beider
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Abb. 2.4: Kinetische Analyse der dendritischen Spines von Schicht V Neuronen. In a ist der
zeitliche Verlauf der Spinedichte über sechs Wochen zu sehen. Die Symbole stellten die Mittelwerte aus
jeweils drei Mäusen dar (YFP/Tg2576xYFP: 442/654µm Dendritenlänge und 130/223 Spines). Eine
lineare Regression der Daten beider Gruppen zeigte, dass sich die Spinedichte nicht über den Beobach-
tungszeitraum änderte (Anstieg der Regressionsgeraden war nicht signifikant unterschiedlich von Null,
F-Test). Ein Vergleich der beiden Achsenabschnitte aus der linearen Regression, was der Spinedichte
am ersten Analysezeitpunkt entsprach, ergab einen stark signifikanten Unterschied (F-Test, P<0,0001).
Die Unterteilung der dendritischen Spines in kurzlebige transiente Spines (Lebensdauer <7 d) und lang-
lebige persistente Spines (Lebensdauer ≥7 d) ließ eine signifikante Erhöhung der Dichte persistenter
Spines von AD-transgenen Mäusen erkennen, während die Dichte transienter Spines unverändert war
(b, P<0,01). Ein Vergleich der Dichten von persistenten und transienten Spines innerhalb der Gruppen
zeigte einen stark signifikanten Unterschied (P<0,001). Die Untersuchung des Umsatzes dendritischer
Spines ergab keine Unterschiede für die Anteile neu entstandener und verlorener Spines (c). In b
und c stellten die Datenpunkte Mittelwerte einzelner Mäuse dar. Es wurden je fünf Mäuse analysiert
(YFP/Tg2576xYFP: 1228/1155µm Dendritenlänge und 380/420 Spines). Die schwarzen Linien und
die Fehlerbalken repräsentieren die Mittelwerte der Gruppen bzw. das 95 %-Konfidenzintervall. Als sta-
tistischer Test wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Kramer Post-hoc-Test durchgeführt.
** P<0,01
Gruppen als auch der Vergleich innerhalb einer Gruppe (Abb. 2.4 c auf dieser Seite).
2.1.4 Morphologie dendritischer Spines
Eine weitere Möglichkeit der Charakterisierung dendritischer Spines stellte die Klas-
sifizierung nach ihrer Morphologie dar. Dendritische Spines unterscheiden sich nach
ihrer Größe und Form, wie in Abbildung 2.5 a auf der nächsten Seite zu sehen ist
(grüner Volumen-gerenderter Dendrit). Um die Form und Größe quantifizieren zu
können, wurden die apikalen Dendriten der Schicht V Neurone mittels Oberflächen-
Rendering dreidimensional rekonstruiert (Abb. 2.5 a; Dendrit: grau; Spines: rot, grün






mushroom“ nach Harris u. a. (1992); Peters u. a. (1970) eingeteilt
(Abb. 2.5 b), deren semiquantitatives Klassifizierungssystem durch mathematische
Regeln mit den geometrischen Parametern Spine-Halsdurchmesser, -Kopfdurchmes-



































Abb. 2.5: Untersuchung der Morphologie dendritischer Spines von Schicht V Neuronen. Unter
a ist ein dreidimensionaler Volumen-gerenderter Dendrit und die Rekonstruktion des Dendriten mit sei-
nen Spines als dreidimensionales Oberflächen-Rendering zu sehen. Der Maßstab repräsentiert 2µm. Die
rekonstruierten Spines wurden nach ihrer morphologischen Klassifizierung farblich unterschieden (b).






thin“ mit dem 95 %-Konfidenzintervall dargestellt (c, YFP/Tg2576xYFP: fünf/sechs
Mäuse und 1679/1104µm Dendritenlänge). Für die statistische Auswertung wurde ein χ2-Test durch-







thin“ 68/45 (YFP/Tg2576xYFP). Die Quantifizierung der morphologischen Klassen ergab keine
Unterschiede zwischen beiden Gruppen (YFP und Tg2576xYFP). Ein Vergleich der Anteile der drei









thin“. Als statistischer Test
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Kramer Post-hoc-Test durchgeführt. *** P<0,001
Die Verteilung der drei Klassen war nicht unterschiedlich zwischen beiden Gruppen,






thin“ Spines (Abb. 2.5 c).
2.2 In vivo Untersuchung der Entstehungs- und
Wachstumskinetik amyloider Plaques in dem Tg2576
Alzheimer-Mausmodell
Im ersten Teil des Abschnittes wurde untersucht, ob das Wachstum amyloider
Plaques langsam und stetig fortschreitet oder ob amyloide Plaques über Nacht in
ihrer finalen Größe erscheinen und nicht weiter wachsen, wie von Meyer-Luehmann
u. a. (2008) postuliert wurde. Anschließend wurde das Wachstum und die Kinetik
der Größe und Dichte amyloider Plaques in einem weiteren Experiment detailliert
für zwei Altersgruppen untersucht. Diese Daten wurden durch einen Langzeitver-
such über 15,5 Monate ergänzt, dessen Dauer beide Altersgruppen mit einschließt.
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2.2.1 Nachweis eines longitudinalen und stetigen Wachstums amyloider
Plaques über mehrere Wochen
Für eine erste Untersuchung wurden die Übersichtsbilder von der Studie dendrit-
scher Spines in den Tg2576xYFP Mäusen analysiert. Um ein mögliches Plaque-
wachstum zu detektieren, wurde einmal wöchentlich der Fluoreszenzfarbstoff Metho-
xy-X04 intraperitoneal injiziert, der an amyloide Plaques bindet. In Abbildung 2.6
auf dieser Seite sind zwei typische Zeitserien über sechs Wochen als Maximuminten-
sitätsprojektionen dargestellt. Es konnten zwei unterschiedliche Arten von Plaques
unterschieden werden – neu entstandene Plaques und präexistente Plaques, die be-
reits beim ersten Zeitpunkt existent waren. Diese beiden Zeitserien ließen bereits ein
langsames Wachstum über den Beobachtungszeitraum von sechs Wochen erkennen.
Zur genauen Quantifizierung der Plaquegröße wurde das Volumen mittels Ober-
flächen-Rendering in den dreidimensionalen Bildern bestimmt (siehe Abschnitt 4.4.3
auf Seite 123). Da die Plaquegrößen sehr breit verteilt waren und einer logarithmi-
schen Normalverteilung folgten (Hyman u. a., 1995), wurden die Volumina auf den
ersten Zeitpunkt normalisiert, um das Wachstums einzelner Plaques besser ver-
gleichen zu können (Burgold u. a., 2011). Mit den Mittelwerten der normalisierten
Volumina konnte eine lineare Regression durchgeführt und das mittlere Wachstum
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Abb. 2.6: In vivo Zeitserien amyloider Plaques über sechs Wochen. Die Bilder zeigen Maxi-
mumintensitätsprojektionen von amyloiden Plaques (Methoxy-X04, blau) und Neuronen mit Neuriten
(YFP, schwarz) der in vivo Aufnahmen von Tg2576xYFP Mäusen. In der oberen Reihe ist ein neu
entstehender Plaque zu sehen, der in Woche zwei zum ersten Mal erschien. Darunter wurde die Serie
eines präexistenten Plaques dargestellt, der bereits zum ersten Zeitpunkt vorhanden war. Die Bilder




präexistente Plaques bereits nach einer Woche ein signifikantes Wachstum detektiert
(Abb. 2.7 a, d auf dieser Seite). Die neu entstandenen Plaques hatten ihr Volumen
innerhalb von sechs Wochen ungefähr 18-fach vergrößert, während sich das Volu-
men der präexistenten Plaques vervierfacht hatte. Eine mögliche Fehlerquelle bei
der Quantifizierung der Plaquevolumina war das anisotrope Auflösungsvermögen
mit einer schlechteren Auflösung in der z-Achse, aufgrund der in dieser Richtung
langgestreckten Punktspreizfunktion des Objektives (Denk u. a., 1997; Helmchen
u. a., 2005). Die damit verbundene z-Streckung der abgebildeten Objekte, könnte
zu einer Überbewertung des Plaquewachstums führen. Aus diesem Grund wurde
zusätzlich eine Auswertung der Plaqueflächen in Maximumintensitätsprojektionen
durchgeführt, wie sie bereits in mehreren Publikationen angewendet wurde (Chris-



























































m = 3,109 ± 0,230
R2 = 0,973





































m = 0,721 ± 0,067
R2 = 0,959




































m = 6,019 ± 0,875
R2 = 0,840


















Abb. 2.7: Nachweis des longitudinalen Wachstums amyloider Plaques über mehrere Wochen.
Die Diagramme zeigen die relativen Plaquegrößen über die Zeit normalisiert zum ersten Zeitpunkt. Die
Analyse wurde für neu entstandene und präexistente Plaques separat durchgeführt. Die grauen Linien
stellen die Verläufe einzelner Plaques dar, während die schwarzen Dreiecke mit den Fehlerbalken die
Mittelwerte mit der Standardabweichung repräsentieren. Es wurde für jede Analyse eine lineare Re-
gression durchgeführt und die Anstiege sind als Vielfaches der Größe pro Woche angegeben. Im ersten
Versuch wurden die Kinetiken des normalisierten Volumens und der normalisierten Flächen aus Maxi-
mumintensitätsprojektionen der dreidimensionalen Bilder von acht Mäusen untersucht (a, b, d und e,
25 neu entstandene und 58 präexistente Plaques). Das Alter der Mäuse zu Beginn des Mikroskopierens
betrug zwölf Monate. Im zweiten Versuch wurde der Einfluss auf die Kinetiken des normalisierten Vo-
lumens ohne eine dreiwöchige Erholungsphase nach Implantation des kraniellen Fensters getestet (c,
f, drei Mäuse, 18 neu entstandene und 115 präexistente Plaques). Die Unterschiede wurden mit einer
nicht-parametrischen Varianzanalyse (Kruskal-Wallis-Test) in Kombination mit Dunn’s Post-hoc-Test
ermittelt. * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001
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ein signifikantes Wachstum für neu entstandene und präexistente Plaques nach zwei
Wochen (Abb. 2.7 b, e auf der vorherigen Seite). Eine weitere Möglichkeit für eine
Erklärung der Diskrepanz zwischen den hier vorgestellten Daten und der Studie
von Meyer-Luehmann u. a. (2008) lag in der Zeitspanne zwischen Implantation des
kranialen Fensters und dem Start des Mikroskopierens. Um den Versuch von Meyer-
Luehmann u. a. (2008) möglichst genau zu replizieren, wurde eine weitere Gruppe
von Mäusen analysiert, bei denen anstatt der üblichen drei Wochen Erholungs-
phase nach der Operation direkt mit dem Mikroskopieren begonnen wurde. Die
Auswertung der normalisierten Volumina zeigte ein signifikantes Wachstum erst-
mals nach 13 Tagen für neu entstandene Plaques und nach vier bzw. zehn Tagen
für präexistente Plaques (Abb. 2.7 c, f).
2.2.2 Untersuchung einer möglichen Immunreaktion unter dem kranialen
Fenster
Die Implantation eines kranialen Fenster mit Öffnung der Schädeldecke (siehe Ab-
schnitt 4.2.1 auf Seite 111) wurde in der Literatur mit einer Immunreaktion assozi-
iert (H.-T. Xu u. a., 2007), die zu einer Inhibition des Plaquewachstums führen kann
(P. Yan u. a., 2009). Aus diesem Grund wurde die Immunreaktion anhand der Ak-
tivierung von Mikroglia und Astrozyten quantifiziert, um einen Einfluss unter den
vorliegenden Laborbedingungen und der Präparationstechnik des Experimentators
innerhalb der Erholungsphase von drei Wochen nach der Operation zu untersuchen.
Zur Markierung der Mikroglia wurden heterozygote CX3CR1-GFP
+/- Mäuse ver-
wendet, bei denen ein Allel des Fraktalkinrezeptors CX3CR1 durch das Gen des
grün fluoreszierenden Proteins GFP ersetzt wurde (S. Jung u. a., 2000). Dadurch
exprimierten Mikroglia GFP und konnten mittels Fluoreszenzmikroskopie visuali-
siert werden. Reaktive Astrozyten wurden mittels Immunfluoreszenzfärbung gegen
das saure Gliafaserprotein (GFAP, Glial fibrillary acidic protein) in den fixierten
koronalen Gehirnschnitten zwei, zehn und 22 Tage nach der Implantation des kra-
nialen Fensters detektiert (Abb. 2.8 a auf der nächsten Seite). Es wurde jeweils die
Region direkt unter dem Fenster bis zu einer Tiefe von 500µm von der Gehirnober-
fläche untersucht und mit der korrespondierenden Region in der kontralateralen He-
misphäre verglichen. Die Mikrogliadichte war zwei Tage nach der Operation unter
dem kranialen Fenster signifikant niedriger und zehn Tage danach signifikant höher.
Am Ende der Erholungsphase nach 22 Tagen erreichte die Mikrogliadichte wieder














kontralateral ipsilateral kontralateral ipsilateral kontralateral ipsilateral













































Abstand zur Oberfläche [µm]
***
**
Abstand zur Oberfläche [µm]




































Zeit nach OP [d]



















Zeit nach OP [d]











































0 5 10 15 20 25
Abb. 2.8: Untersuchung der Aktivierung von Gliazellen nach Implantation eines kranialen
Fensters. Für diese Untersuchung wurden heterozygote CX3CR1-GFP+/- Mäuse verwendet, bei de-
nen ein Allel des Fraktalkinrezeptors CX3CR1 durch das Gen des grün fluoreszierenden Proteins GFP
ersetzt wurde. Dadurch exprimierten Mikroglia GFP und konnten mittels Fluoreszenzmikroskopie de-
tektiert werden (a, grün). Reaktive Astrozyten wurden durch Immunfluoreszenzfärbung von GFAP in
den fixierten, koronalen Gehirnschnitten markiert (a, rot). Die Aktivierung der Gliazellen wurde jeweils
zwei, zehn (je vier Mäuse) und 22 Tage (drei Mäuse) nach der Implantation des kranialen Fensters
(OP) untersucht. Es wurde die Region direkt unter dem Fenster (ipsilateral, grau) bis zu einer Tiefe
von 500µm unter der Gehirnoberfläche mit der korrespondierenden Region in der kontralateralen He-
misphäre (schwarz) verglichen. Die Mikrogliadichte unter dem Fenster war zwei Tage nach OP reduziert
und zehn Tage danach erhöht (b). Das mittlere Zellvolumen der Mikroglia war zwei Tage nach OP
direkt unter dem Fenster erhöht und danach wieder normalisiert (c). Die Mikrogliadichte wies einen
Gradienten mit negativem Anstieg von der Gehirnoberfläche zehn Tage nach OP auf (d, Vierecke).
Reaktive Astrozyten wurden ausschließlich ipsilateral zum kranialen Fenster beobachtet. Die Astrozy-
tendichte war nach zehn Tagen signifikant erhöht (e) und das mittlere Zellvolumen war fast identisch
zu allen Zeitpunkten (f). Es war ein deutlicher Gradient der Astrozytendichte von der Gehirnoberfläche,
zwei und zehn Tage nach OP zu messen. Die Symbole mit Fehlerbalken zeigen die Mittelwerte mit
dem 95 %-Konfidenzintervall. Kreise symbolisieren 2 d, Vierecke 10 d und Dreiecke 22 d nach OP. Der
Maßstab stellt 50µm dar. Statistische Tests: einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Kramer Post-hoc-
Test (b, c, f), Einstichproben-t-Test gegen Null (e), lineare Regression mit Testung der Ungleichheit
des Anstieges von Null mittels F-Test (d, g). * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001
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Volumen der Mikroglia war zwei Tage nach der Operation signifikant erhöht und
erreichte bereits nach zehn Tagen das normale Niveau (Abb. 2.8 c). Eine Betrach-
tung der Mikrogliadichte in Abhängigkeit vom Abstand zur Gehirnoberfläche ergab
zehn Tage nach der Operation eine besonders starke Erhöhung der Dichte direkt
unter dem Fenster verglichen mit tieferen Regionen. Der Anstieg dieses Gradienten
war signifikant unterschiedlich von Null (Abb. 2.8 d auf der vorherigen Seite). Reak-
tive Astrozyten wurden ausschließlich unter dem implantierten Fenster detektiert
(Abb. 2.8 a). Zehn Tage nach der Operation war die Astrozytendichte signifikant
unterschiedlich von Null (Abb. 2.8 e). Das mittlere Volumen der Astrozyten änderte
sich nicht über den Beobachtungszeitraum von drei Wochen (Abb. 2.8 f). Es war ein
deutlicher Gradient der Astrozytendichte von der Gehirnoberfläche zwei und zehn
Tage nach der Operation zu messen (Abb. 2.8 g). Am Ende der Erholungsphase war
die Astrozytendichte auf einem niedrigeren Niveau und gleichmäßiger in den tieferen
kortikalen Schichten verteilt.
2.2.3 Eine detaillierte Darstellung von Plaquedichte, Plaquegröße und
Plaquewachstum
Nach der ersten Bestätigung, dass amyloide Plaques stetig über einen großen Zeit-
raum wachsen, sollte die Plaqueentstehungs- und Wachstumskinetik detaillierter
untersucht werden. Aufgrund der relativ geringen Plaquedichte im Alter von zwölf
Monaten wurden in der folgenden Studie sehr große Volumina mikroskopiert, um
die Plaquedichte möglichst genau zu messen. Weiterhin sollte durch Messung der
Wachstumsraten von einer großen Anzahl amyloider Plaques getestet werden, ob
ein Wachstum in älteren Tieren wirklich nicht mehr detektierbar war oder sich le-
diglich verringerte (Bittner u. a., 2012; Burgold u. a., 2011; Christie u. a., 2001). Für
die Realisierung wurde der
”
TileScan“-Modus des Mikroskopes verwendet, in dem
automatisch mehrere Bildfelder des Objektives mit Hilfe des von der Mikroskopsoft-
ware gesteuerten und motorisierten Tisches direkt aneinander aufgenommen wurden
(siehe Abschnitt 4.2.2 auf Seite 112). Es wurden jeweils vier Bildfelder quadratisch
angeordnet, sodass mit dem 20 x Objektiv eine Region mit der Kantenlänge von
850µm gescannt wurde. Die Tiefe der Bilder betrug zwischen 300 und 400µm. In
einer Maus wurden mindestens drei solcher großvolumigen Bilder aufgenommen,
was dem gesamten untersuchten Volumen der ersten Studie entspricht. Es wurden
zwei Altersgruppen von weiblichen Tg2576 Mäusen untersucht, eine junge Grup-
pe mit zwölf und eine alte Gruppe mit 18 Monaten. Jede Maus wurde mindestens
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Abb. 2.9: Illustration der Altersgruppen für eine detailierte Untersuchung der Entstehungs- und
Wachstumskinetik amyloider Plaques. Es wurden zwei Gruppen von Tg2576 AD-transgenen Mäusen
untersucht, die erste im Alter von zwölf Monaten und die zweite im Alter von 18 Monaten (a, je vier
Mäuse). Alle Tiere wurden mindestens zwei Monate einmal pro Woche in vivo mikroskopiert. Von der
jungen Gruppe konnten drei Tiere über einen Zeitraum von sechs Monaten beobachtet werden. Eine die-
ser Mäuse konnte über einen Zeitraum von 15,5 Monaten untersucht werden. In b und c wurden je eine
Zeitserie von in vivo Aufnahmen der amyloiden Plaques als dreidimensionale Volumen-gerenderte Bil-
der dargestellt. Im Beispiel der alten Gruppe war zusätzlich eine zerebrale Amyloidangiopathie zu sehen
(c, längliche Struktur), die eine Ablagerung von β-Amyloid in den Blutgefäßwänden darstellt. Es wur-
den insgesamt folgende Gehirnvolumina untersucht: junge Gruppe 2,888 mm3, alte Gruppe 3,111 mm3,
zwölf bis 18 Monate 1,076 mm3 und zwölf bis 27,5 Monate 0,559 mm3. Der Maßstab repräsentiert
50µm.
über einen Zeitraum von zwei Monaten einmal pro Woche in vivo mikroskopiert
(Abb. 2.9 a auf dieser Seite). Von der jüngeren Gruppe konnten drei Mäuse über
einen Zeitraum von sechs Monaten beobachtet werden. Eine dieser Mäuse wur-
de weiter bis zu einem Alter von 27,5 Monaten untersucht. In Abbildung 2.9 sind
Zeitserien amyloider Plaques von zwölf bis 14 (b) und 18 bis 20 Monaten (c) als
dreidimensionale Volumen-gerenderte Bilder zu sehen. Das Beispiel der alten Grup-
pe zeigte neben den amyloiden Plaques auch eine zerebrale Amyloidangiopathie, die
durch Ablagerungen von β-Amyloid in den Blutgefäßwänden charakterisiert war.
Die mittlere Plaquedichte im Alter von zwölf Monaten war mit 26 mm-3 sehr ge-
ring und stieg signifikant in den darauffolgenden zwei Monaten auf einen Wert von
42 mm-3 an (Abb. 2.10 a auf Seite 42). Der Anstieg der Plaquedichte war auf die 50
neu entstandenen Plaques zurückzuführen, die zu den 101 präexistenten Plaques
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hinzukamen. Im Gegensatz dazu wurden nur drei neue Plaques in der alten Grup-
pe detektiert, die 786 präexistenten Plaques zu Versuchsbeginn mit 18 Monaten
gegenüberstanden. Die mittlere Plaquedichte war im Alter von 18 Monaten mit
191 mm-3 signifikant höher als mit zwölf oder 14 Monaten (Abb. 2.10 a). Die Plaque-
dichtekinetik der im Langzeitversuch mikroskopierten Maus (Mittelwert aus zwei
Positionen) zeigte einen asymptotischen Verlauf mit einem anfänglich starken An-
stieg bis zu einem Plateau im Alter von 24 Monaten (Abb. 2.10 d). Ein Vergleich
des Plateaus mit 160 mm-3 mit der mittleren Plaquedichte der alten Gruppen do-
kumentierte keinen signifikanten Unterschied. Die Darstellung der Plaquedichten
für jede einzelne mikroskopierte Position aller Gruppen zeigte eine sehr breite Ver-
teilung über mehr als zwei Größenordnungen (Abb. 2.10 d). Es war eine deutliche
Überlappung der Verteilungen der Plaquedichten für einzelne mikroskopierte Posi-
tionen beider Altersgruppen zu erkennen.
Die Untersuchung der Plaquegrößen zeigte ein ähnliches Bild, wie es sich für
die Plaquedichten abgezeichnet hatte. Für einen anschaulichen Vergleich wurde der
Radius der Plaques aus den Volumina unter der Annahme berechnet, das Plaques
annähernd die Form einer Kugel besaßen (Hefendehl u. a., 2011). Den kleinsten
mittleren Radius mit 2,3µm wiesen neu entstandene Plaques auf (Abb. 2.10 b auf
der nächsten Seite). Diese besaßen auch die schmalste Größenverteilung, die ei-
ner Normalverteilung folgte (Abb. 2.10 e). Die präexistenten Plaques im Alter von
zwölf Monaten waren im Vergleich mehr als zweimal so groß (5,1µm). Mit steigen-
dem Alter nahmen die mittleren Plaquegrößen signifikant zu und erreichten mit 14
Monaten 8,0µm, mit 18 Monaten 10,8µm und im Langzeitversuch mit 27 Mona-
ten 16,7µm (Abb. 2.10 b). Die Größenverteilungen der präexistenten Plaques waren
sehr breit (zwei Größenordnungen) und folgten einer logarithmischen Normalvertei-
lung. Ein weiterer Vorteil der Berechnung des Kugelradius aus dem Plaquevolumen
war die Linearisierung des exponentiellen Wachstums (Abschnitt 4.4.3 auf Seite 123
und Abb. 4.4 auf Seite 124). Dadurch konnte für jeden einzelnen Plaque eine lineare
Plaquewachstumsrate als robustes Maß für die Wachstumsgeschwindigkeit berech-
net werden (Hefendehl u. a., 2011).
Die Wachstumsraten der einzelnen Plaques in den verschiedenen Gruppen waren
nicht normal verteilt. Aus diesem Grund wurde im Zusammenhang mit Plaque-
wachstumsraten immer der Median als Mittelwert verwendet. Die höchste mittlere
Wachstumsrate wurde mit 0,47µm Woche-1 für die neu entstandenen Plaques ge-









































































































































Abb. 2.10: Darstellung der Ergebnisse aus der Untersuchung des Plaquewachstums. In a wur-
den die Plaquedichten für die beiden Altersgruppen dargestellt. Die Plaquedichte war im Alter von
18 Monaten eine Größenordnung höher als mit zwölf Monaten. In der jungen Gruppe war nach acht
Wochen Beobachtung ein signifikanter Anstieg der Plaquedichte zu verzeichnen. Der kinetische Verlauf
der Plaqudichtezunahme über den Beobachtungszeitraum von 15,5 Monaten ist in d zu sehen (schwar-
ze Linie, Mittelwert von zwei Positionen in dieser Maus). Ab einem Alter von 24 Monaten wurden
keine weiteren neu entstandenen Plaques detektiert und die Plaquedichte war nahezu identisch mit
dem Mittelwert der alten Gruppe (d). Zur Einordnung der anderen Altersgruppen wurden die Einzel-
werte der Plaquedichte für jede mikroskopierte Position bei zwölf, 14 und 18 Monaten inklusive ihrer
Mittelwerte dargestellt. Es war deutlich zu erkennen, dass die Plaquedichte eine sehr breite Verteilung
besitzt. Ein Vergleich der Plaqueradien zeigte eine Zunahme der Mittelwerte angefangen von den sehr
kleinen neu entstandenen Plaques (n.e.) bis hin zu einem Alter von 27 Monaten (b). Die kleinen neu
entstandenen Plaques wiesen eine sehr schmale Größenverteilung auf, während für alle präexistenten
Plaques die Größenverteilung sehr breit war (e). Für jeden Plaque wurde aus dem zeitlichen Verlauf
des Radius mittels linearer Regression der Anstieg als lineare Wachstumsrate berechnet. Die mittlere
lineare Plaquewachstumsrate für neu entstandene Plaques war am höchsten, aber nicht signifikant un-
terschiedlich zu den präexistenten Plaques im Zeitraum von zwölf bis 14 Monaten. Am Langsamsten
entwickelten sich die Plaques in der alten Gruppe, deren mittlere Wachstumsrate signifikant niedriger
als in allen anderen Gruppen war (c, 18 bis 21 Monate). Die linearen Plaquewachstumsraten waren
nicht normal verteilt und zeigten ausschließlich positive Werte für neu entstandene Plaques und dem
Zeitraum von zwölf bis 14 Monaten (f). Das Spektrum an Plaquewachstumsraten war in der alten
Gruppe von 18 bis 21 Monaten in den negativen Bereich erweitert und erklärte den Abfall in der mitt-
leren Wachstumsgeschwindigkeit, die signifikant größer Null war (P<0,0001). Die Fehlerbalken zeigen
das 95 %-Konfidenzintervall (a, b, d) oder die 10. bzw. 90. Perzentile (c). Im Boxplot wurden der Me-
dian mit dem Interquartilsabstand dargestellt (c). Es wurden folgende Anzahlen an amyloiden Plaques
untersucht: 50 neu entstandene und 101 präexistente Plaques von zwölf bis 14 Monate, 786 Plaques
von 18 bis 21 Monate und 90 Plaques von zwölf bis 27,5 Monate. Statistische Tests: einfaktorielle
Varianzanalyse mit Tukey-Kramer Post-hoc-Test (a, b), t-Test für gepaarte Proben (a, Vergleich zwölf
mit 14 Monaten), Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test (c). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
gegen Null (c, 18 bis 21 Monate). *** P<0,001 **** P<0,001
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raten der präexistenten Plaques von der jungen Altersgruppe mit 0,33µm Woche-1
etwas niedriger, aber unterschieden sich nicht signifikant. Die mit Abstand gering-
ste mittlere Plaquewachstumsrate wurde mit 0,10µm Woche-1 für die alte Gruppe
von 18 bis 21 Monaten gemessen. Diese unterschied sich signifikant von Null, d. h.
ein Nettowachstum war vorhanden. Ein Blick auf die Verteilungen der Plaquewachs-
tumsraten zeigte, dass praktisch jeder neu entstandene oder präexistente Plaque aus
der jungen Altersgruppe ein positives Wachstum aufwies (Abb. 2.10 f). Interessan-
terweise waren die Breiten der Verteilungen dieser beiden Gruppen nahezu gleich
und die Verteilung der neu entstandenen Plaques war leicht in Richtung schnellerer
Wachstumsraten parallel verschoben. Die Verteilung der Plaquewachstumsraten der
alten Gruppe war deutlich in den Bereich negativer Wachstumsraten erweitert, was
die deutlich niedrigere mittlere Plaquewachstumsrate erklärte.
2.2.4 In vivo Wachstum amyloider Plaques in einem Zeitraum von 15
Monaten
Nach der Darstellung der Messdaten zur Plaquedichte, der Plaquegröße und der
Plaquewachstumsrate für die junge und alte Untersuchungsgruppe, wird im folgen-
den der Fokus auf die Daten aus den Langzeitversuchen gelegt. Diese nahmen eine
besondere Rolle ein, da der Beobachtungszeitraum im Falle der 15-monatigen Unter-
suchung beide Altersgruppen bei Weitem überspannte, während die sechsmonatigen
Untersuchungen zumindest beide Altersgruppen zeitlich verbanden (siehe Abb. 2.9 a
auf Seite 40). In Abbildung 2.11 a auf der nächsten Seite wurde eine Zeitserie in Form
von dreidimensionalen Volumen-gerenderten Bildern von 12,2 bis 26,5 Monate dar-
gestellt. Die Zeitserie zeigte die Veränderungen in einem Abstand von ungefähr drei
Monaten im kompletten, an dieser Position mikroskopierten Volumen (0,254 mm-3).
Zu Beginn des Experimentes waren lediglich vier Plaques vorhanden, deren Anzahl
mit zunehmendem Alter kontinuierlich anstieg, bis keine weiteren neuen Plaques
entstanden waren. Die Abstände und Positionen zwischen den vier präexistenten
Plaques – und auch neu entstandenen Plaques – blieben über die Zeit gleich, sodass
diese immer als Referenz zur Positionierung des Bildfeldes in jeder Mikroskopiesit-
zung verwendet werden konnten. Dadurch war das Nachverfolgen der individuellen
Plaques über die Zeit möglich und ein immenser Anstieg der Plaquegrößen wurde
deutlich. Zusätzlich war in dem Beispiel die Entwicklung einer zerebralen Amy-
loidangiopathie zu beobachten, welche die länglichen Strukturen darstellten. Der











































































3 ]b c d
12,2 Monate 14,5 Monate 17,3 Monate
20,1 Monate 23,5 Monate 26,5 Monate
Abb. 2.11: Darstellung eines Beispiels für die Langzeituntersuchung der Plaquewachstumski-
netik über 15,5 Monate. In a ist eine Zeitserie dreidimensionaler Volumen-gerenderter Bilder von
amyloiden Plaques und zerebraler Amyloidangipathie zu sehen. Die Bilder zeigten das komplette Vo-
lumen der im
”
TileScan“-Modus aufgenommenen Position. In diesem Modus wurden, mit dem von
der Mikroskopsoftware gesteuerten Objekttisch, automatisch mehrere Positionen angefahren, sodass
die aufgenommenen z-Stapel direkt aneinander grenzten. Das mittlere Volumen (Kreise) aller Plaques
über die Zeit wurden für dieses Beispiels im Diagramm unter b dargestellt (Fehlerbalken repräsentieren
95 %-Konfidenzintervall). Die schwarze Linie zeigt die nichtlineare Regression einer Sigmoid-Funktion.
Unter c wurden das integrierte Volumen aller Plaques inklusive Regression (Kreise und schwarze Linie)
und die Plaquedichte (graue Linie) über die Zeit gezeigt. Die Kinetik des integrierten Volumens der
zerebralen Amyloidangiopathie wurde unter d dargestellt. Der Maßstab repräsentiert 100µm (Quadra-
te).
44
















































Abb. 2.12: Darstellung der Kinetik eines Plaques über den Zeitraum von 15,5 Monaten. In a ist
die Entwicklung eines Plaques als dreidimensionales Oberflächen-gerendertes Objekt über den gesamten
Beobachtungszeitraum von 15,5 Monaten zu sehen. Das Volumen über die Zeit wurde im Diagramm in
b dargestellt. Die schwarze Linie zeigt das Ergebnis der Regression einer Sigmoid-Funktion (R2=0,993).
Die Regressionen der Volumina über die Zeit aller Plaques dieser Position sind im Diagramm unter c
zu sehen. Der Maßstab repräsentiert 100µm.
wertung der Plaquevolumina bestätigt (Abb. 2.11 b). Das mittlere Volumen stieg
stetig an und der Verlauf war durch eine exponentielle Phase gekennzeichnet, auf
die eine asymptotische Phase folgte. An die Daten konnte durch nichtlineare Regres-
sion eine Sigmoid-Funktion angepasst werden. Das Gleiche galt für das integrierte
Plaquevolumen, wie in Abbildung 2.11 c dargestellt wurde. Eine gleichzeitige Be-
trachtung der Plaquedichtekinetik zeigte, dass die meisten neuen Plaques in der
exponentiellen Phase entstanden, einige wenige in der Übergangsphase und kei-
ne in der asymptotischen Phase. Das integrierte Volumen der Amyloidangiopathie
wies nur eine sehr kurze exponentielle Phase auf, mit einer anschließenden lan-
gen und linear wirkenden Übergangsphase, gefolgt von einer asymptotischen Phase
(Abb. 2.11 d). Auch hier konnte eine Sigmoid-Funktion angepasst werden.
In Abbildung 2.12 auf dieser Seite ist die komplette Zeitserie eines individuel-
len Plaques als dreidimensionales Oberflächen-gerendertes Objekt zu sehen (Plaque
links oben im Bild des ersten Zeitpunktes in Abb. 2.11 a). Die Kinetik des Volu-




















































































Abb. 2.13: Differenzierte Analyse der Plaquewachstumsgeschwindigkeit der Daten aus dem
Langzeitversuch über 15,5 Monate. In a wurde das mittlere Plaquevolumen über die Zeit dargestellt
(entspricht Abb. 2.11 b auf Seite 44). Die schwarze Linie zeigt die Regression einer Sigmoid-Funktion.
Durch den Wendepunkt der Sigmoid-Funktion bei ungefähr 23,5 Monaten wurden die exponentielle
und asymptotische Phase der Kurve voneinander getrennt (gestrichelte Linie). Dementsprechend wurde
eine differenzierte Analyse der linearen Wachstumsraten für die exponentielle Phase von zwölf bis 23,5
Monate und für die asymptotische Phase von 23,5 bis 27,5 Monate durchgeführt. Ein Beispiel für
diese Analyse wurde unter b dargestellt. Anhand der beiden linearen Regressionen (schwaze Linien) war
deutlich zu erkennen, dass der mittlere Radius (Kreise) schneller in der exponentiellen Phase wuchs. Das
Ergebnis der kompletten Analyse aller Plaques zeigte eine signifikant niedrigere mittlere Wachstumsrate
im Zeitraum von 23,5 bis 27,5 Monaten als von zwölf bis 23,5 Monaten (c). Zum Vergleich wurden die
Daten der jungen (zwölf bis 14 Monate) und alten (18 bis 21 Monate) Altersgruppe (aus Abb. 2.10 c auf
Seite 42) dargestellt. Die mittleren Wachstumsraten der jungen und alten Gruppe waren fast identisch
mit den jeweiligen mittleren Wachstumsraten der exponentiellen bzw. asymptotischen Phase aus dem
Langzeitversuch. Die Kreise stellen die Werte einzelner Plaques dar, während die schwarzen Linien mit
den Fehlerbalken die Mediane mit den Interquartilsabständen repräsentieren (c). Es wurde mit dem
Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test auf statistische Unterschiede getestet. *** P<0,001
Volumen der Gesamtheit aller vermessenen Plaques. Eine Darstellung jeder einzel-
nen, an die Daten angepassten Sigmoid-Funktionen der Plaques aus dem Beispiel
von Abbildung 2.11 verdeutlichte, dass nur sehr wenige Plaques sehr groß wurden
(>100.000µm3) und die meisten Plaques eine flachere Wachstumskurve aufwie-
sen. Diese quantitative Beschreibung bestätigte den visuellen Eindruck aus den
Übersichtsbildern (Abb. 2.11 a auf Seite 44).
Das Langzeitwachstum der amyloiden Plaques legte eine differenzierte Analyse
des Wachstums nahe, entsprechend der exponentiellen und asymptotischen Wachs-
tumsphase. Als Zeitpunkt für die Unterscheidung beider Phasen wurde der Wen-
depunkt der an die mittleren Plaquevolumina angepassten Sigmoid-Funktion aus-
gewählt (Abb. 2.13 a auf dieser Seite). Dementsprechend wurden für jeden Plaque
die linearen Wachstumsraten einmal im Zeitraum von zwölf bis 23,5 Monaten und
von 23,5 bis 27,5 Monaten bestimmt, was der exponentiellen und asymptotischen
Phase entsprach. In Abbildung 2.13 b ist ein Beispiel für die differenzierte Analyse
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m = 0.809 ± 0.169 (R2 = 0.629)
P = 0.0003




Abb. 2.14: Untersuchung des Plaquewachstums im Alter von zwölf bis 18 Monaten. Zwei Mäuse
aus der jungen Gruppe konnten sechs Monate mikroskopiert werden. Die Kinetiken der mittleren Volu-
mina zeigten im Fall von Maus 1 (a) eine Stagnation des Wachstums bereits vor 18 Monaten, während
sich das Wachstum bei Maus 2 (b) immer noch in der exponentiellen Phase befand. Zu den jeweiligen
Kinetiken wurden die nichtlinearen Regressionen berechnet und als schwarze Linien dargestellt. Die li-
nearen Wachstumsraten der einzelnen Plaques, symbolisiert durch Kreise, sind in c zu sehen (sechs und
95 Plaques). Ihre Mediane unterschieden sich nicht signifikant. Die Plaquebeladung im Gehirn (inte-
griertes Plaquevolumen/Gehirnvolumen) korrelierte mit der jeweiligen Plaquedichte (d). Daher konnte
die Plaquedichte als indirekter Prädiktor der Aβ-Konzentration im Gehirn verwendet werden, da diese
mit der Plaquebeladung korrelierte (Cirrito u. a., 2003; DeMattos u. a., 2002a). Um die Daten der bei-
den Mäuse im Vergleich zu dem Langzeitversuch über 15,5 Monate zu setzen, wurden die nichtlinearen
Regressionen der mittleren Volumina der drei Mäuse im Diagramm unter e dargestellt. Zusätzlich wur-
den die Kinetiken der Plaquedichten als gestrichelte Linien gezeigt. Die senkrechten gestrichelten Linien
indizieren die Zeitpunkte, ab denen keine neuen Plaques in den jeweiligen Mäusen entstanden waren. Im
Diagramm in f wurden die Plaquewachstumsraten aller Plaques dargestellt, die über mindestens sechs
Monate beobachtet wurden (drei Mäuse, 68 präexistente und 123 neu entstandene Plaques). Es war
kein signifikanter Unterschied zwischen den Medianen (schwarze Linien) der Plaquewachstumsraten
der neu entstandenen und präexistenten Plaques festzustellen. Fehlerbalken repräsentieren die Stan-
dardabweichung (a), das 95 %-Konfidenzintervall (b) oder die Interquartilsabstände (c, f). Statistische
Unterschiede wurden mit einem Mann-Whitney-Test (c, f) oder F-Test (d) geprüft .
für einen Plaque gegeben, in dem der Radius über die Zeit mit einer linearen Regres-
sion über die beiden Zeitbereiche gezeigt wird. Diese Darstellung visualisierte sehr
deutlich, dass das anfänglich starke Wachstum über den sehr langen Zeitraum von
elf Monaten gegenüber dem langsameren Wachstum über vier Monate am Ende do-
minierte. Der visuelle Eindruck wurde durch die quantitative Analyse bestätigt, in
der ein signifikanter Unterschied zwischen dem Mittelwert der Wachstumsraten bei
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einer linearen Regression von zwölf bis 23,5 und 23,5 bis 27,5 Monaten festzustellen
war (0,37 und 0,16µm Woche-1, Abb. 2.13 c). Zwischen den mittleren Wachstums-
raten aus der Analyse der exponentiellen und asymptotischen Phase bestand der
gleiche signifikante Unterschied, wie er zwischen der jungen und alten Gruppe (0,33
und 0,10µm Woche-1) detektiert wurde (Abb. 2.13 c).
Im Verlauf des Versuches konnten zwei weitere Mäuse über einen längeren Zeit-
raum von sechs Monaten mikroskopiert werden. Diese beiden Datensätze stellten
daher ein Bindeglied zwischen der jungen und alten Gruppe dar. In Abbildung 2.14 a
und b auf der vorherigen Seite wurden die Kinetiken der mittleren Volumina abge-
bildet. Das Wachstum der mittleren Volumina von Maus 1 (Abb. 2.14 a) stagnierte
bereits vor einem Alter von 18 Monaten, während sich das Wachstum von Maus 2
(Abb. 2.14 b) immer noch in der exponentiellen Phase befand. Die mittlere Plaque-
wachstumsrate von Maus 1 war mit 0,21µm Woche-1 etwas langsamer als die von
Maus 2 (0,27µm Woche-1), aber nicht signifikant unterschiedlich (Abb. 2.14 c auf der
vorherigen Seite).
Für eine genaue Einordnung der Langzeitdaten der verschiedenen Mäuse wur-
den die Kinetiken von Plaquedichte und mittlerem Plaquevolumen verglichen. Da-
bei wurde der bestehende Zusammenhang zwischen der Plaquebeladung und der
Aβ-Konzentration im Gehirn genutzt (Cirrito u. a., 2003; DeMattos u. a., 2002a).
Aufgrund einer positiven Korrelation zwischen Plaquebeladung und Plaquedich-
te (Abb. 2.14 d), konnte die Plaquedichte als indirekter Prädikator der Aβ-Kon-
zentration bzw. Aβ-Produktion verwendet werden. Interessanterweise waren die
Ausgangsbedingungen beider Mäuse sehr unterschiedlich. Maus 1 hatte eine initiale
Plaquedichte von nur 9 mm-3 mit zwölf Monaten, die auf 22 mm-3 nach sechs Mona-
ten anstieg (Abb. 2.14 e). Im Gegensatz dazu hatte Maus 2 bereits im Alter von zwölf
Monaten eine Plaquedichte von 111 mm-3, die sich innerhalb der sechs Monate Beob-
achtung auf 200 mm-3 fast verdoppelte. Ein Vergleich der Kinetik von der Maus aus
dem Langzeitversuch über 15,5 Monate zeigte, dass die Plaquedichte mit zwölf Mo-
naten ebenfalls sehr niedrig war, aber bis zu einem Alter von fast 24 Monaten stark
anstieg, jedoch nicht das Niveau von Maus 2 erreichte (Abb. 2.14 e). Bis zu diesem
Alter hielt auch die exponentielle Phase des Plaquewachstums an. Ein Vergleich der
mittleren Plaquewachstumsraten von neu entstandenen und präexistenten Plaques
aller drei Mäuse über einen Beobachtungszeitraum von mindestens sechs Monaten
zeigte keinen signifikanten Unterschied (0,30 und 0,28µm Woche-1, Abb. 2.14 f).
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2.2.5 Zusammenhänge zwischen den kinetischen Parametern des
Plaquewachstums
Für eine weitere Charakterisierung der Plaqueentstehung und des Plaquewachs-
tums werden im folgenden Abschnitt die Zusammenhänge zwischen den gemessenen
Parametern Plaquedichte, Plaquewachstumsrate, Plaquegröße und Zeitpunkt der
Plaqueentstehung dargelegt. Im frühen Stadium der Entwicklung amyloider Plaques
(zwölf bis 14 Monate) war eine signifikante positive Korrelation von Plaquedichte
und Plaqueentstehungsrate, einem Maß wieviele Plaques pro Volumen- und Zeitein-
heit entstehen, zu detektieren (Abb. 2.15 a auf dieser Seite). Ein globaler Vergleich




























































































































































m = -0,250 ± 0,058 (R2 = 0,424)
P < 0,001
m = 49,99 ± 5,43 (R2 = 0,491)
P < 0,0001
m = -0,007 ± 0,004 (R2 = 0,045)
P = 0,061
Abb. 2.15: Korrelationen verschiedener Parameter der Entstehungs- und Wachstumskine-
tik amyloider Plaques. In der jungen Altersgruppe gab es eine positive Korrelation zwischen der
Plaqueentstehungsrate (Anzahl der entstandenen Plaques pro Woche und pro Kubikmillimeter) und
der Plaquedichte zu Beginn der Untersuchung (a, 12 Monate). Die Datenpunkte repräsentieren die
Werte für jede mikroskopierte Position (zwölf Positionen in vier Mäusen). Ein Vergleich der Plaque-
wachstumsraten mit den Plaquedichten am Ende des Experimentes zeigte eine signifikante negative
Korrelation (b). Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte der Plaquewachstumsraten mit den 95 %-
Konfidenzintervallen für jede mikroskopierte Position dar (27 Positionen). Orangefarbene und blaue
Kreise repräsentieren jeweils die Daten der jungen und alten Gruppe (zwölf bis 14 und 18 bis 21 Mo-
nate). Der Radius der neu entstandenen Plaques am Ende des Langzeitversuches über 15,5 Monate
korrelierte stark invers mit dem Alter der Maus bei Plaqueentstehung (c), während parallel zur Plaque-
wachstumsrate kein statistischer Zusammenhang feststellbar war (d, 81 neuentstandene Plaques aus
zwei Positionen). Eine starke positive Korrelation ergab sich aus dem Vergleich von Endradius und
Plaquewachstumsrate von neu entstandenen und präexistenten Plaques (e, 90 Plaques). Statistische
Tests: lineare Regression mit anschließender Testung auf Ungleichheit des Anstieges von Null mittels










































m = 0,00043 ± 0,00039




























Abb. 2.16: Ortsaufgelöste Darstellung der Plaquewachstumsgeschwindigkeit. In a ist ein drei-
dimensionales Bild mit Oberflächen-gerenderten Plaques der bereits gezeigten Position aus dem Lang-
zeitversuch zu sehen. Die Wachstumsraten der einzelnen Plaques wurden in Klassen eingeteilt, wel-
che farblich codiert im Bild dargestellt wurden. Für jeden Plaque wurde die kürzeste Distanz zum
nächstgelegenen Plaque berechnet. Die Daten beider analysierter Positionen (90 Plaques) wurden
im Diagramm unter b als Kreise dargestellt, während die Linie den Mittelwert mit dem 95 %-
Konfidenzintervall zeigt. Ein Vergleich der kürzesten Distanz mit der Differenz der Wachstumsraten
zweier Plaques ergab keine signifikante Korrelation (c, lineare Regression mit anschließender Testung
auf Ungleichheit des Anstieges von Null mittels F-Test). Der Maßstab repräsentiert 100µm.
aller Daten der jungen und alten Gruppe zeigte, dass die Plaquewachstumsrate
invers mit der Plaquedichte korrelierte (Abb. 2.15 b auf der vorherigen Seite).
Eine Einzelplaqueanalyse ließ aufgrund des langen Beobachtungszeitraumes der
einen Maus von der sehr frühen, exponentiellen Plaqueentstehungsphase bis zur
asymptotischen Wachstumsphase nach über einem Jahr weitere Rückschlüsse auf
das Wachstumsverhalten amyloider Plaques zu. Eine starke negative Korrelation
von der Plaquegröße am Ende der Untersuchung und dem Alter der Maus bei
Plaqueentstehung zeigte, dass die am Ende größten Plaques zeitig während der
Plaqueentwicklungsphase entstanden (Abb. 2.15 c). Im Gegensatz dazu gab es kei-
nen signifikanten Zusammenhang zwischen Plaquewachstumsraten der einzelnen
Plaques und dem Alter der Maus bei Entstehung der Plaques (Abb. 2.15).. Die
Plaquegröße am Ende der Untersuchung korrelierte sehr stark mit der Plaquewachs-
tumsrate (Abb. 2.15 e).
Eine weitere interessante Frage war, ob benachbarte Plaques mit einer ähnlichen
Geschwindigkeit wuchsen, da das Spektrum der Wachstumsraten sehr breit war (0
bis 0,8µm Woche-1 in jungen Tieren, Abb. 2.10 f auf Seite 42). Diese Auswertung
wurde mit den Daten aus dem Langzeitversuch durchgeführt, da hier die Wachs-
tumsraten aufgrund der zeitlichen Länge der Beobachtung relativ genau bestimmt
werden konnten. Für einen visuellen Eindruck wurden in Abbbildung 2.16 a auf der
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vorherigen Seite die Plaques als dreidimensionale Oberflächen-gerenderte Objekte
dargestellt, deren Farbe die Wachstumsraten in fünf Kategorien codierte. Von je-
dem Plaque wurde die kürzeste Entfernung zum nächstgelegenen Plaque berechnet.
Die mittlere kürzeste Entfernung zum nächsten Plaque betrug in diesem Beispiel
66µm (Abb. 2.16 b auf der vorherigen Seite). Im Falle einer räumlichen Beziehung
wären die Wachstumsraten benachbarter Plaques sehr ähnlich und die Differenz
ihrer Plaquewachstumsraten müsste mit der kürzesten Entfernung zum nächsten
Plaque korrelieren. Für die 90 Plaques aus dem Langzeitversuch konnte keine Korre-
lation detektiert werden, was sich in dem Beispielbild widergespiegelte (Abb. 2.16 a,
c).
2.3 Der Einfluss einer passiven Immunisierung gegen
Aβ-Oligomere auf die Wachstumskinetik amyloider Plaques
und die Synapsendichte
In diesem Abschnitt werden die Wirkungen einer passiven Immuntherapie gegen
verschiedenen Aβ-Aggregate auf die Wachstumsgeschwindigkeit amyloider Plaques
und die Synapsendichte in verschiedenen Gehirnregionen in dem Tg2576 Alzheimer-
Mausmodell beschrieben. Seit der ersten Publikation einer passiven Immuntherapie
von Bard u. a. (2000) gegen das Aβ1-42-Peptid wurden zahlreiche weitere Studi-
en veröffentlicht, die die positiven Effekte bestätigten (siehe Abschnitt 1.4 auf Sei-
te 16). Während des Aggregationsprozesses von Aβ-Peptiden entstehen zahlreiche
Zwischenstufen von Oligomeren, über Protofibrillen bis hin zu vollentwickelten Fi-
brillen, die wiederum zu amyloiden Plaques aggregieren (Abb. 2.17 auf der nächsten
Seite). Von all diesen Molekülspezies wurde Aβ-Oligomeren eine besonders toxi-
sche Wirkung auf synaptische Mechanismen zugeschrieben, die für das Lernen und
Gedächtnis wichtig sind (Walsh u. a., 2002, 2004). Hillen u. a. (2010) entwickelten
einen Antikörper, der sehr spezifisch an Aβ-Oligomeren bindet und deren toxi-
sche Wirkung neutralisiert. In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss dieses
für Aβ-Oligomere spezifischen monoklonalen Antikörpers (Klon A-887755) auf die
Wachstumskinetik amyloider Plaques in vivo untersucht und mit einem Antikörper
verglichen, der von monomeren Aβ bis zu hochmolekularen Aggregaten alles erkennt
(Klon 6G1, Abb. 2.17). Zusätzlich wurden die Synapsendichten in verschiedenen Ge-
hirnregionen post mortem in der Nähe und abseits von amyloiden Plaques gemessen,










Abb. 2.17: Darstellung der verschiedenen Aβ-Aggregate bei der Plaqueentstehung mit dem
Wirkprinzip der im Therapieversuch getesteten Antikörper. Im Aggregationsprozess von Aβ-
Monomeren (blaue Kreise) entstehen zunächst Oligomere, wobei die bevorzugte Konformation mono-
meres Aβ ist (dargestellt durch unterschiedlich große Pfeile). Aus den Oligomeren bilden sich durch
weitere Zusammenlagerung Protofibrillen und Fibrillen, die eine β-Faltblattstruktur aufweisen. Ein amy-
loider Plaque besteht wiederum aus sehr vielen Fibrillen. Für die passive Immunisierung wurden zwei
verschiedene monoklonale Mausantikörper verwendet. Der 6G1 Antikörper (orange) erkennt jede Art
des Aβ-Peptids von Monomeren bis hin zu Fibrillen. Die Bindungseigenschaften sind ähnlich dem in
der Routinediagnostik verwendeten 6E10 Antikörper. Der A-887755 Antikörper (grün) bindet hochspe-
zifisch Aβ-Oligomere, aber keine Monomere und auch keine fibrillären Aggregate.
Lernen und Gedächtnis zu testen. Für diese Versuche wurden auch Wildtyptiere
untersucht, um Unterschiede zu den AD-transgenen Tieren feststellen zu können.
2.3.1 Einfluss einer passiven Immuntherapie auf die Wachstumskinetik
amyloider Plaques in vivo
Aufgrund der hohen Variabilität der Plaquedichte zwischen einzelnen Tieren (siehe
Abb. 2.10 a, d auf Seite 42) und der damit verbundenen geringen Sensitivität der
post mortem Messung von Therapieeffekten bezüglich des Plaquewachstums wur-
de die Intravitalmikroskopie genutzt, um das individuelle Plaquewachstum über
die Zeit zu messen. Für die Therapiestudie wurden ausschließlich weibliche Tg2576
Mäuse verwendet, deren Alter zu Beginn des Experimentes zwölf Monate betrug.
In diesem Alter war die amyloide Pathologie in einer dynamischen Phase, in der die
Plaques kontinuierlich wuchsen und neue Plaques entstanden (2.10 auf Seite 42).
Es wurden drei verschiedene Gruppen behandelt, eine mit dem Aβ-Oligomer An-
tikörper (A-887755), eine mit dem pan-Aβ erkennenden Antikörper (6G1) und eine
mit einem unspezifischen Antikörper (IgG2a Isotypkontrolle) als Kontrolle, der kein
Aβ erkannte. Zusätzlich wurde eine vierte Gruppe untersucht, die keiner therapeu-
tischen Behandlung unterzogen wurde. Diese Gruppe entsprach der jungen Alters-
gruppe aus der detaillierten Charakterisierung des Plaquewachstums (Abb. 2.9 auf
Seite 40). Das kraniale Fenster wurde mindestens drei Wochen vor dem Start des
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Mikroskopierens implantiert, um eine ausreichende Regeneration nach der Opera-
tion zu gewährleisten (siehe Abschnitt 4.2.1 auf Seite 111). Die Mäuse wurden ein-
mal pro Woche über einen Zeitraum von acht Wochen mikroskopiert. Zur Messung
des Plaquewachstums wurde einen Tag vor jeder Mikroskopiesitzung der Amyloid-
bindende Fluoreszenzfarbstoff Methoxy-X04 intraperitoneal injiziert, wie bereits in
den vorangegangenen Experimenten beschrieben (siehe Abschnitt 2.2 auf Seite 34).
Die wöchentliche Dosis der Antikörper betrug 500µg (Hillen u. a., 2010) und wur-
de direkt nach der Mikroskopiesitzung intraperitoneal injiziert. Während der In-
jektion waren die Tiere noch unter Narkose, sodass die Tiere keinem unnötigen
Stress ausgesetzt waren. Die Behandlung wurde über den Beobachtungszeitraum
von acht Wochen fortgesetzt (entsprach acht Dosen). Um einen Einfluss des Experi-
mentators auszuschließen, wurde der Versuch verblindet durchgeführt. Aus logisti-
schen Gründen waren die Tiere bekannt, die zu einer Behandlungsgruppe gehörten,
aber nicht welcher Antikörper ihnen appliziert wurde. Die Bildserien wurden eben-
falls verblindet ausgewertet. Die Bestimmung der Plaquegröße über die Zeit wur-
de durch Messung des Plaquevolumens mittels dreidimensionalem Oberflächen-
Rendering durchgeführt (siehe Abschnitt 4.4.3 auf Seite 123). Zur Linearisierung
des Plaquewachstums wurde der Radius der Plaques unter der Annahme berech-
net, dass Plaques annähernd die Form einer Kugel besaßen (siehe Abbildung 4.4 auf
Seite 124).
Die amyloide Pathologie der Gruppen zu Beginn des Versuches war nicht signi-
fikant unterschiedlich, sodass von gleichen Ausgangsbedingungen für die Therapie
ausgegangen werden konnte. Als Parameter zur Quantifizierung der Ausgangsbe-
dingungen wurden der mittlere Plaqueradius, der im Bereich von 7,3 bis 8,3µm
lag und die mittlere Plaquedichte, welche zwischen 24 und 34 mm-3 schwankte,
für jede Gruppe bestimmt (Abb. 2.18 auf der nächsten Seite). Ein Vergleich der
Plaquedichten zu Beginn des Versuches mit den Werten am Ende zeigte für je-
de Gruppe einen signifikanten Anstieg der Plaquedichte (Abb. 2.18). Als Maß wie
viele neue Plaques pro Woche und Volumen entstanden, wurde für jede Maus ei-
ne Plaqueentstehungsrate berechnet. Die mittleren Plaqueentstehungsraten waren
nicht unterschiedlich zwischen den Therapiegruppen und lagen zwischen 2,9 und
5,6 Woche-1 mm-3 (Abb. 2.18 d auf der nächsten Seite). Auffällig war die sehr große
Variabilität der Plaqueentstehungsraten zwischen einzelnen Mäusen, die ebenfalls
für die Plaquedichten zu verzeichnen war. Die mittleren Plaquewachstumsraten wa-



































































































































































































Abb. 2.18: Einfluss der passiven Immunisierung auf das Wachstum fibrillärer Plaques. Die
initialen Konditionen, gemessen als mittleren Plaqueradius (a) und Plaquedichte (b) waren nicht signi-
fikant unterschiedlich zwischen den Therapiegruppen. Die grauen Kreise stellen die Mittelwerte aller
Daten einzelner Mäuse dar und die schwarzen Linien mit den Fehlerbalken repräsentieren den Mittelwert
der Gruppen mit den 95 %-Konfidenzintervallen (gilt für jedes Diagramm in der Abbildung). Die Ver-
suchsgruppen bestanden aus einer Kontrollgruppe ohne jegliche Behandlung (50 neu entstandene/101
präexistente Plaques), einer zweiten Kontrollgruppe, die mit einem unspezifischen IgG2a Antikörper
behandelt wurde (140/267) und einer mit pan-Aβ (6G1, 113/232) sowie Aβ-Oligomer (A-887755,
83/278) Antikörper behandelten Gruppe. Die Mäuse wurden einmal pro Woche über einen Zeitraum
von acht Wochen immunisiert und im gleichen Zeitschema mikroskopiert. Das beobachtete Volumen
betrug insgesamt 19,2 mm3. Ein Vergleich der Plaquedichten zu Beginn des Versuches (Mäuse im
Alter von zwölf Monaten) und sechs Wochen danach zeigte einen signifikanten Unterschied für alle
Gruppen (c). Die Plaquedichten am Ende unterschieden sich nicht zwischen den Behandlungsgrup-
pen. Ein Einfluss durch die Immunisierung auf die kinetischen Parameter Plaqueentstehungsrate und
Plaquewachstumsrate konnte nicht festgestellt werden (d, e). Die neu entstandenen Plaques wuchsen
schneller über einen Zeitraum von acht Wochen (f, außer Kontrollgruppe). Alle Balken stellen den
arithmetischen Mittelwert dar, gebildet aus den Mittelwerten aller Daten generiert aus einer Maus. Es
wurden folgende statistische Tests verwendet: einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Kramer Post-
hoc-Test (a, b, d, e), einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni’s Post-hoc-Test für ausgewählte
Vergleiche (f), t-Test für gepaarte Proben (c). * P<0,05 ** P<0,01, **** P<0,0001
neu entstandene und präexistente Plaques (Abb. 2.18 e, f auf dieser Seite). Ein Ver-
gleich innerhalb der Therapiegruppen zeigte, dass die neu entstandenen Plaques
signifikant schneller wuchsen als die präexistenten Plaques außer für die Kontroll-
gruppe ohne Behandlung (Abb. 2.18 f). Der Grund hierfür lag in der geringeren
Anzahl an untersuchten Mäusen bei gleichzeitiger Korrektur für Mehrfachverglei-
che. Aufgrund mehrfacher Mittelwertbildung (aus allen einzelnen Plaques für jede
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Position, anschließend für jede aus den Mittelwert der einzelnen Positionen) waren
die Wachstumsraten normal-verteilt und parametrische statistische Tests konnten
angewandt werden (zentrales Grenzwerttheorem).
2.3.2 Etablierung der Synapsenfärbung und -auswertung
Für eine differenzierte Analyse der Immuntherapie auf die Synapsen wurde eine
Doppelfärbung eines präsynaptischen und eines postsynaptischen Markerproteins
etabliert. Als präsynaptischer Marker wurde Synapsin ausgewählt, das als Adapter-
protein fungiert und synaptische Vesikel an das Zytoskelett bindet (Abb. 2.19 a auf
der nächsten Seite, Südhof (1995)). Es ist ein ubiquitärer Marker für Präsynapsen,
der nahezu in jeder Präsynapse vorkommt, die mit einem dendritischen Spine asso-
ziiert ist (Micheva u. a., 2010; Thiel, 1993). Um die postsynaptische Seite exzitato-
rischer Synapsen zu färben, wurde PSD-95 ausgewählt, das in der postsynaptischen
Dichte (PSD) lokalisiert ist und sehr häufig als postsynaptischer Marker verwendet
wird (Abb. 2.19 a, Micheva u. a. (2010); Ziff (1997)). Es gehört zur SAP Proteinfa-
milie (synapse-associated proteins, auch SAP90 genannt) und interagiert direkt mit
NMDA-Rezeptoren (Fujita u. a., 2000; Gundelfinger u. a., 2000)). Für die Unter-
scheidung beider synaptischer Marker wurden primäre Antikörper aus zwei unter-
schiedlichen Wirtstieren ausgewählt (PSD-95 aus Maus, Synapsin aus Kaninchen,
siehe Abschnitt 4.3.2 auf Seite 118). Zur Detektion wurden zwei hochspezifische Se-
kundärantikörper aus der Ziege verwendet, die entweder an den Fluoreszenzfarbstoff
Alexa647 (PSD-95) oder Alexa488 (Synapsin) gekoppelt waren. In einer Kontrolle
konnte keine Kreuzreaktivität der Sekundärantikörper festgestellt werden. Die Fluo-
reszenzfarbstoffe konnten auch bei gleichzeitiger Anregung im grünen (500-550 nm)
und roten Kanal (Langpass 650 nm) sehr gut voneinander getrennt werden. Zudem
konnte als zusätzlicher Kanal die Fluoreszenzfärbung amyloider Plaques mittels
Methoxy-X04 im blauen Kanal (435-485 nm) durch Zwei-Photonen-Anregung mit
750 nm detektiert werden (siehe Abschnitt 4.3.3 auf Seite 120). Die Immunfärbungen
wurden mit 50µm dicken koronalen Gehirnschnitten durchgeführt, die mit einem
Vibratom geschnitten wurden. Zuvor wurden die Mäuse am Ende des Therapie-
versuches im Alter von 14 Monaten transkardial perfundiert und die Gehirne mit
Paraformaldehyd fixiert. In Abbildung 2.19 b und c sind Übersichtsaufnahmen eines
koronalen Gehirnschnittes zu sehen, der für beide synaptischen Marker gefärbt wur-
de. Beide Färbungen zeigten in den dreidimensionalen Bildern ein punktförmiges



























Abb. 2.19: Einführung in die Immunfärbung von Prä- und Postsynapsen. Für die Untersuchung
von Prä- und Postsynapsen wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfärbung etabliert. Als ubiquitärer Mar-
ker für Präsynapsen wurde das Adapterprotein Synapsin ausgewählt, das synaptische Vesikel an das
Zytoskelett des synaptischen Boutons bindet (a). Um glutamaterge Postsynapsen zu detektieren, wurde
PSD-95 als Markerprotein ausgewählt (a). Es ist ausschließlich in dem Proteinkomplex der postsyn-
aptischen Dichte lokalisiert. Ein Übersichtsbild des selben koronalen Gehirnschnittes sind für Synapsin
(b, Alexa488, grün) und PSD-95 (c, Alexa647, magenta) zu sehen. Die vergrößerten Ausschnitte
zeigen hoch aufgelöste konfokale Bilder aus der CA1 Region des Hippocampus. Es war deutlich ei-
ne punktförmige Färbung für beide Synapsenmarker zu erkennen. Zur Verifizierung der postsynapti-
schen Färbung wurde eine Doppelimmunfärbung des PSD-95 mit dem dendritischen Marker MAP-2
durchgeführt. Die punktförmigen Postsynapsen (PSD-95, magenta) assoziieren klar ersichtlich mit
dem dendritischen Kompartiment (MAP-2, grün) in den hoch aufgelösten dreidimensionalen Volumen-
gerenderten Bildern (d). Die Maßstäbe repräsentieren 1 mm (Übersichten, b, c), 50µm (vergrößerte
Ansichten, b, c) und 5µm (vergrößerte Ansichten, b, c, d).
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Abb. 2.20: Methode zur Auswertung der Synapsendaten. In a wurde ein konfokales Fluoreszenzbild
der Synapsinfärbung (schwarz) mit einem Methoxy-X04 gefärbten, amyloiden Plaque (blau) dargestellt.
Die Detektion der Synapsen erfolgte nach Anwendung des zweidimensionalen Laplace-Operators mit
anschließender Schwellenwertsegmentierung. Der Schwellenwert wurde als zweifaches der Standardab-
weichung festgelegt. Von den segmentierten Objekten wurden die Massenschwerpunkte berechnet und
als rote Punkte in b dargestellt. Der amyloide Plaque wurde durch eine einfache Schwellenwertseg-
mentierung detektiert (c, dunkelgraue Fläche). Um die Synapsendichte in Abhängigkeit zur Entfernung
des amyloiden Plaques zu bestimmen, wurde für jeden Punkt im Bild der kleinste euklidische Abstand
zum Plaque berechnet. Mit Hilfe dieser Daten wurden 5µm breite Klassen um den Plaque herum bis
zum Rand des Bildes erstellt (c, alternierende graue und hellgraue Streifen, Abstand zum Plaque wird
angezeigt durch schwarze Zahlen in Mikrometer). Die Synapsendichten in Abhängigkeit des Abstandes
zum Plaque wurden aus der Fläche der Streifen und der Anzahl innerhalb der Fläche liegenden Synap-
sen (rote Punkte) berechnet. Regionen in denen keine Synapsen vorhanden waren, z.B. Neurone und
Blutgefäße, wurden ebenfalls durch eine Schwellenwertsegmentierung detektiert (helle Regionen in der
Synapsinfärbung a, blaugraue Flächen c). Diese Flächen wurden vor der Berechnung der Synapsen-
dichte von den Flächen der Streifen abgezogen. Der Maßstab repräsentiert 10µm.
ren einzelne Punkte kleiner als ein Mikrometer waren und somit einzelne Synapsen
darstellten. Da beide Marker in zwei unterschiedlichen Kompartimenten lokalisiert
waren, war die Überlappung beider Signale sehr niedrig. Eine weitere Verifizierung
der Färbung des postsynaptischen Kompartiments wurde durch Kofärbung mit dem
dendritischen Markerprotein des Zytoskeletts MAP-2 (Microtubule-associated pro-
tein 2, Dehmelt u. a. (2005)) ermöglicht. Die punktförmigen Strukturen der PSD-95
Färbung, aneinander gereiht wie an einer Perlenkette, zu sehen in den vergrößerten
Bildern im Stratum radiatum der CA1-Region (Abb. 2.19 c und d auf der vorherigen
Seite), waren erwartungsgemäß mit den apikalen Dendriten (MAP-2-Färbung) der
pyramidalen CA1-Neurone assoziiert (Abb. 2.19 d).
Die Bestimmung der Synapsendichten wurde automatisch mit einem aus Do-
rostkar u. a. (2010) adaptierten Programm in der Datenanalysesoftware IGOR Pro
durchgeführt, da sehr große Datenmengen zu analysieren waren. Ein Problem bei
der Detektion der Synapsen in den konfokalen Schnittbildern stellte die große Va-
riation der Intensität einzelner Synapsen dar (Abb. 2.20 a auf dieser Seite). Aus
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diesem Grund wurde der Laplace-Operator auf die zweidimensionalen Bilder ange-
wandt, wodurch ein kanten-schärfender Effekt eintrat (Dorostkar u. a., 2010). Als
zweite Ableitung der Intensität in den beiden Raumkoordinaten führte der Laplace-
Operator zur Detektion von Strukturen, die sich in einem relativen Maß vom lo-
kalen Hintergrund abgrenzten (siehe Abschnitt 4.4.4 auf Seite 124). Zur Detektion
der Synapsen in dem Laplace-Operator-transformierten Bild wurde eine Schwellen-
wertsegmentierung durchgeführt, bei der der Schwellenwert auf das zweifache der
Standardabweichung aller Werte aus diesem Bild festgelegt wurde. Für jede seg-
mentierte Fläche einer Synapse wurde der Schwerpunkt zur Definierung des Ortes
bestimmt (Abb. 2.20 b). Aus der Anzahl der detektierten Synapsen und der Ge-
samtfläche des Bildes konnte anschließend die Synapsendichte berechnet werden.
Dabei wurden die Flächen von Neuronen und Blutgefäßen von der Gesamtfläche
abgezogen. Diese stellten die freien Flächen in der Synapsinfärbung ohne Signal
dar und konnten mittels einfacher Schwellenwertsegmentierung bestimmt werden
(Abb. 2.20 c). Zur Untersuchung der Synapsendichten in Relation zum Abstand zu
einem amyloiden Plaque wurde dieser zunächst mittels einfacher Schwellenwertseg-
mentierung detektiert und für jeden Pixel des Bildes der euklidische Abstand zum
Plaque bestimmt. Aus diesen Daten wurden 5µm breite Klassen um den Plaque
herum bis zum Rand des Bildes eingeteilt (Abb. 2.20 c). Für jede Abstandsklasse
wurde die Anzahl der darin enthaltenen Synapsen und die Synapsendichte anhand
der Klassenfläche berechnet.
2.3.3 Ergebnisse zur Messung der Synapsendichten
Die Synapendichten wurden abseits und in Relation zum Abstand von amyloiden
Plaques untersucht. In Abbildung 2.21 auf der nächsten Seite wurden die Synapsen-
dichten abseits vom Plaque dargestellt. Aufgrund der relativ geringen Plaquedichte
im Alter von 14 Monaten war es sehr einfach Regionen ohne Plaques zu finden.
Diese Messungen wurden in vier Gehirnregionen durchgeführt – Schicht I bis obere
Schicht II im visuellen Cortex, dem Stratum lacunosum-moleculare des Gyrus Den-
tatus, dem Stratum oriens und radiatum der CA1-Region des Hippocampus. Für
die Färbungen wurden koronale Gehirnschnitte mit einer Dicke von 50µm im Be-
reich von -3,3 bis -2,8 mm vom Bregma angefertigt (Paxinos u. a., 2001). Es wurden
fünf von diesen zehn Gehirnschnitten angefärbt und pro Gehirnschnitt und Region
wurden drei konfokale Fluoreszenzbilder aufgenommen. Die Einstellungen des Mi-
kroskops wurden für jedes Bild in einer Weise vorgenommen, dass in jedem Kanal
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Abb. 2.21: Analyse der Synapsendichten abseits von amyloiden Plaques in verschiedenen Ge-
hirnregionen. Die Ergebnisse für die Behandlung mit dem unspezifischen Kontrollantikörper für den
postsynaptischen Marker PSD-95 wurden im Balkendiagramm dargestellt (a). Es wurden jeweils Wild-
typtiere (wt, vier Mäuse) mit AD-transgenen Tieren (tg, sechs Mäuse) verglichen. Die Untersuchungen
wurden in Schicht I/II des visuellen Cortex (Cortex) und den Subregionen des Hippocampus: Stra-
tum lacunosum-moleculare des Gyrus dentatus (DG LMol), Stratum oriens (Or) und Stratum radiatum
(Rad) der CA1-Region durchgeführt. Es wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Wildtyptieren
und den AD-transgenen Tieren im visuellen Cortex und der CA1-Region des Stratum radiatum gefunden
(a). Für beide Regionen wurden alle Ergebnisse der Behandlungsgruppen in b und c dargestellt. Die
einzelnen Symbole stellen die Mittelwerte aller Daten einer Maus dar und die schwarzen Linien zeigen
die Mittelwerte aller Gruppen. Im visuellen Cortex konnten keine signifikanten Unterschiede detek-
tiert werden. Dagegen war im Stratum radiatum ein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyptieren
(IgG2a) und AD-transgenen Tieren (IgG2a, A-887755) zu detektieren. Das Diagramm unter d zeigt
die korrespondierenden Daten von a für die Präsynapsen (Synapsin als Marker). Hier konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyptieren und AD-transgenen Tieren in den unterschiedlichen
Regionen gefunden werden. Für die Wildtyptiere (IgG2a) gab es signifikante Unterschiede zwischen
der Synapsendichte von Prä- und Postsynapsen (Synapsin, PSD-95) in allen untersuchten Gehirnregio-
nen (e). Im Gegensatz dazu waren die Synapsendichten von Prä- und Postsynapsen zwischen den vier
Gehirnregionen nicht unterschiedlich. Alle Fehlerbalken repräsentieren das 95 %-Konfidenzintervall. Es
wurden folgende statistische Tests durchgeführt: einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni’s Post-
hoc-Test für ausgewählte mehrfache Vergleiche (a–d), einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Kramer
Post-hoc-Test (e). * P<0,05 ** P<0,01, *** P<0,001
die hellsten Synapsen ein paar Pixel enthielten, bei denen das Signal gesättigt war.
Dadurch wurde zum Einem der komplette Dynamikbereich des Detektors ausge-
nutzt und zum Anderen ließen sich die Bilder auf diese Weise sehr reproduzierbar
einstellen, was sehr wichtig für eine quantitative Auswertung war. Insgesamt wurden
1260 Bilder aufgenommen, was bei einer Kantenlänge von 75µm eines einzelnen Bil-
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des einer Gesamtfläche von über 7 mm2 entsprach. Die Bilder wurden automatisch
mit der im vorherigen Abschnitt 2.3.2 beschriebenen Bildanalyseroutine ausgewertet
(siehe auch Abschnitt 4.4.4 auf Seite 124).
Abseits von amyloiden Plaques wurden in der mit dem unspezifischen Kontroll-
antikörper behandelten Gruppe (IgG2a) für den postsynaptischen Marker PSD-95
signifikant niedrigere Synapsendichten in den AD-transgenen Tieren im Vergleich zu
Wildtyptieren im visuellen Cortex und dem Stratum radiatum der CA1-Region de-
tektiert (Abb. 2.21 a auf der vorherigen Seite). Der gleiche Trend war in den beiden
anderen Regionen vorhanden (Stratum lacunosum-moleculare und Stratum oriens),
zeigte aber keine statistische Signifikanz. Die Behandlung mit den beiden therapeu-
tischen Antikörpern, die entweder jede Form des Aβ-Peptids (6G1) oder selektiv
Aβ-Oligomere (A-887755) binden, führte zu einer Erhöhung der Synapsendichte
im Vergleich zu den mit dem Kontrollantikörper behandelten Tieren im visuellen
Cortex (Abb. 2.21 b). Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Ein Grund
dafür war die deutlich erhöhte Varianz der Daten in beiden Gruppen. Zudem war
der Unterschied in der Kontrollgruppe zwischen den Wildtyptieren und den AD-
transgenen Tieren aufgrund der Mehrfachvergleiche nicht mehr signifikant, was eine
Interpretation der Daten umso schwieriger machte. Im Stratum radiatum der CA1-
Region waren die Synapsendichten der behandelten Tiere nicht unterschiedlich zu
den Synapsendichten der AD-transgenen Kontrollgruppe (Abb. 2.21 c). Es wurden
signifikant niedrigere Synapsendichten für die AD-transgenen Tieren, die mit dem
Kontrollantikörper oder dem Aβ-Oligomer-spezifischen Antikörper behandelt wur-
den, im Vergleich zu den Wildtyptieren gemessen. Aufgrund der erhöhten Varianz in
der 6G1 Antikörper behandelten Gruppe war der Unterschied zu den Wildtyptieren
nicht signifikant, aber ungefähr genauso groß wie für die beiden anderen Gruppen.
Für den präsynaptischen Marker Synapsin wurden keine signifikanten Unterschie-
de der Synapsendichten zwischen den mit dem Kontrollantikörper (IgG2a) behan-
delten AD-transgenen Tieren und Wildtyptieren in den verschiedenen Gehirnre-
gionen detektiert (Abb. 2.21 d). Es zeichnete sich der gleiche Trend zu niedrigeren
Synapsendichten in den AD-transgenen Tieren ab, wie für den postsynaptischen
Marker PSD-95. Ein Vergleich der Dichten beider synaptischer Marker zeigte si-
gnifikant niedrigere Werte für den postsynaptischen Marker in allen untersuchten
Gehirnregionen (Abb. 2.21 e). Zwischen den verschiedenen Gehirnregionen wurden
keine signifikanten Unterschiede der Synapsendichten von PSD-95 und Synapsin
detektiert.
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Abb. 2.22: Analyse der Synapsendichten in der Umgebung von amyloiden Plaques im zere-
bralen Cortex. In a wurden die Synapsendichten in Abhängigkeit vom Abstand zum amyloiden Plaque
für die synaptischen Marker PSD-95 und Synapsin aus der Kontrollgruppe (IgG2a) dargestellt. Die
Symbole repräsentieren die Mittelwerte von sechs Mäusen. Es wurde eine nichtlineare Regression mit
einer einphasigen exponentiellen Assoziationsfunktion durchgeführt (R2=0,901 für PSD-95 und 0,798
für Synapsin). Beide Kurven unterschieden sich signifikant in dem Plateau (PSD-95: 0,427µm-2, Syn-
apsin: 0,588µm-2) und der Halbwertsdistanz, der Distanz bei der die Hälfte der Spanne der Kurve
erreicht wurde (PSD-95: 3,02µm, Synapsin: 5,09µm, P<0,01). Das eingebettete Diagramm zeigt die
relative Synapsendichte, normiert zum Maximum des Plateaus. Es gab eine signifikante positive Kor-
relation zwischen der Halbwertsdistanz und dem Plaqueradius für PSD-95 und Synapsin (b, c). Die
schwarzen Linien stellen die in einer Regressionsanalyse angepassten einphasigen exponentiellen Asso-
ziationskurven dar. Es wurden folgende statistische Tests verwendet: F-Test (a), Spearman Korrelation
(b, c).
Die Untersuchung der Synapsendichten in Relation zur Entfernung von amyloiden
Plaques wurde in den gleichen Gehirnschnitten durchgeführt wie die Untersuchung
der Synapsendichten abseits von Plaques. Für jede Maus wurden zehn Plaques im
zerebralen Cortex analysiert. Zur Auswertung wurden nach der Segmentierung der
amyloiden Plaques Entfernungsklassen mit einer Breite von 5µm um den Plaque
herum eingeteilt. Für jede Entfernungsklasse wurde separat die Synapsendichte be-
stimmt (Abb. 2.20 auf Seite 57). Der Zusammenhang von Synapsendichte und Ent-
fernung zum amyloiden Plaque wurde in der Abbildung 2.22 a auf dieser Seite für
den postsynaptischen Marker PSD-95 und den präsynaptischen Marker Synapsin für
die mit dem Kontrollantikörper behandelten Tiere (IgG2a) dargestellt. Innerhalb
der amyloiden Plaques waren die Synapsendichten beider Marker am geringsten
mit Werten nahe Null. Die Synapsendichte stieg mit zunehmenden Abstand an bis
ein einheitliches Niveau erreicht wurde. Der asymptotische Verlauf dieser Kurven
ließ sich sehr gut durch eine einphasige exponentielle Assoziationskurve beschreiben
(Abb. 2.22 a). Die Plateaus beider Regressionen unterschieden sich signifikant, was
bereits bei der Synapsenuntersuchung abseits vom Plaque beobachtet wurde (siehe
Abb. 2.21 e auf Seite 59). Ein weiterer charakteristischer Parameter aus der Regressi-
on war die Halbwertsdistanz, bei der die Hälfte der Synapsendichte zwischen Plateau
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und Synapsendichte innerhalb des Plaques erreicht wurde. Ein Vergleich beider Mar-
ker zeigte signifikante Unterschiede der Halbwertsdistanzen. Diese betrugen 3,02µm
für PSD-95 und 5,09µm für Synapsin. Als anschaulicherer Parameter wurde mit
Hilfe der Regressionsfunktion beider synaptischer Marker die Distanz berechnet,
bei der 95 % der Plateaus erreicht wurde. Diese Entfernung vom amyloiden Plaque
wurde als Einflussbereich definiert, innerhalb dessen sich die toxische Wirkung des
amyloiden Plaques entfaltete. Für den postsynaptischen Marker PSD-95 war der
Einflussbereich mit einem Abstand zum Plaque von 12,3µm wesentlich kleiner als
für den präsynaptischen Marker Synapsin mit 22,1µm. Der Unterschied zwischen
den Halbwertsdistanzen und dem Einflussbereich war noch besser in den normier-
ten Diagrammen zu erkennen, bei denen die Synapsendichten relativ zum Plateau
abseits vom Plaque dargestellt wurden (Abb. 2.22 a, eingebettetes Diagramm). Eine
Untersuchung einzelner Plaques zeigte eine signifikante positive Korrelation zwi-
schen der Halbwertsdistanz und dem Plaqueradius für PSD-95 (Abb. 2.22 b) und
Synapsin (Abb. 2.22 c). Mit zunehmendem Plaqueradius stiegen die Halbwertsdi-
stanzen an, aber für größere Plaques ab einem Plaqueradius von ungefähr 10µm
schwankten die Werte um ein Plateau. Der Zusammenhang zwischen Plaqueradi-
en und Halbwertsdistanzen konnte sehr gut mit einer einphasigen exponentiellen
Assoziationsfunktion beschrieben werden, deren Plateaus bei 3,8µm (PSD-95) und
6,4µm (Synapsin) lagen.
Die gleiche Auswertung wurde für die mit den therapeutischen Antikörpern be-
handelten Gruppen (6G1, A-887755) durchgeführt. Da ein Zusammenhang zwischen
Plaquegröße und Synapsendichte existierte, wurden zunächst die mittleren Plaquer-
adien der Gruppen miteinander verglichen und keine signifikanten Unterschiede fest-
gestellt (Abb. 2.23 a auf der nächsten Seite). Die Synapsendichten in Relation zur
Entfernung von den Plaques wurden in den Diagrammen in Abbildung 2.23 für PSD-
95 (b) und für Synapsin (c) dargestellt. Ein Vergleich der nichtlinearen Regressio-
nen zeigte, dass das Plateau der mit den therapeutischen Antikörpern behandelten
Gruppen (6G1, A-887755) signifikant höher war als in der Kontrollgruppe, während
kein Effekt für die Halbwertsdistanzen gemessen wurde. Als weitere Kontrolle wur-
de der Zusammenhang zwischen Synapsendichten und der Entfernung von Pseudo-
plaques, einer Auswahl verschieden großen Plaques aus den AD-transgenen Tieren,
in Wildtyptieren untersucht. Für beide synaptischen Marker waren die Verläufe der
Synapsendichten linear ohne Abfall in der Nähe der Pseudoplaques. Die Plateaus
der Synapsendichten der therapierten Tiere (6G1, A887755) waren höher als die Pla-
62















































































































































Pearson r = 0,558
P < 0,0001
Pearson r = 0,551
P = 0,0001






Abb. 2.23: Therapieeffekte auf die Synapsendichten in der Umgebung von amyloiden Plaques
im zerebralen Cortex. Die mittleren Plaqueradien waren nicht unterschiedlich zwischen den verschie-
denen Behandlungsgruppen (a). Jedes Symbol repräsentiert die mittlere Plaquegröße einer Maus und
die schwarzen Linien zeigen die Mittelwerte der Gruppen mit den 95 %-Konfidenzintervallen. Die Syn-
apsendichten in Abhängigkeit von der Entfernung zum Plaque wurden für die drei Behandlungsgruppen
(IgG2a, 6G1, A-887755) und die beiden synaptischen Marker PSD-95 (b) und Synapsin (c) untersucht.
Die Symbole zeigen die Mittelwerte der Gruppen mit den 95 %-Konfidenzintervallen. Für jede Gruppe
wurde eine einphasige exponentielle Assoziationsfunktion angepasst und auf Unterschiedlichkeit der
Plateaus statistisch getestet. Es wurde ein signifikanter Unterschied für die beiden Behandlungsan-
tikörper (6G1, A-887755) im Vergleich zum Kontrollantikörper (IgG2a) festgestellt, sowohl für den
synaptischen Marker PSD-95 (P<0,0001) als auch Synapsin (P<0,01). Zusätzlich wurde die Auswer-
tung für Wildtyptiere zur Kontrolle durchgeführt, indem eine Auswahl verschieden großer Plaques aus
den AD-transgenen Tieren mit den Synapsenbildern aus den Wildtyptieren analysiert wurden. Die Syn-
apsendichte änderte sich erwartungsgemäß nicht mit dem Abstand zu den Pseudoplaques (b, c). Die
Korrelationen der Halbwertsdistanzen von Synapsin und PSD-95 waren stark signifikant für alle drei
Gruppen (d–e). Die Kreise stellen die Wertepaare für einzelne Plaques dar. Die gestrichelte Linie re-
präsentiert eine Gerade gleicher Wertepaare und die schwarzen Linien zeigen die lineare Regression zu
den jeweiligen Daten. Ein signifikanter Unterschied wurde für die Achsenabschnitte der Regressions-
geraden aller Behandlungsgruppen im Vergleich zum Achsenabschnitt der Gerade gleicher Wertepaare
gemessen (P<0,05). Es wurden folgende statistische Tests verwendet: einfaktorielle Varianzanalyse mit
Tukey-Kramer Post-hoc-Test (a), F-Test (b–f), Pearson Korrelation (d–e).
teaus der Regressionen in den Wildtyptieren für den jeweiligen synaptischen Marker
(Abb. 2.23 b, c). In jeder Behandlungsgruppe gab es eine starke positive Korrela-
tion zwischen den Halbwertsdistanzen von Synapsin und PSD-95 (Abb. 2.23 d-f).
Eine lineare Regression der Daten zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Anstiegen im Vergleich zum Anstieg einer theoretischen Gerade gleicher Werte
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(gestrichelte Linie in Abb. 2.23 d-f). Die Achsenabschnitte waren für jede Grup-
pe signifikant höher als zu der theoretischen Gerade, was dem visuellen Eindruck
im Diagramm entsprach, dass nahezu jede Halbwertsdistanz eines Plaques für den
präsynaptischen Marker Synapsin größer war als für den postsynaptischen Marker
PSD-95.
2.3.4 Lokalisation verschiedener Aβ-Aggregate in vivo
Eine weitere Anwendung der Aβ-bindenden Antikörper, insbesondere des spezifisch
an Aβ-Oligomere bindenden Antikörpers, war die Untersuchung der Lokalisation
verschiedener Aβ-Aggregate im Gehirn lebender AD-transgener Mäuse. Diese Me-
thode wurde erfolgreich eingeführt von Bacskai u. a. (2001), die erstmals Aβ-Plaques
mit einem Aβ-bindenden Antikörper, an den ein Fluorophor gekoppelt war, in vivo
gefärbt und mikroskopiert haben. Koffie u. a. (2009) benutzten die gleiche Technik,
um eine Akkumulation von Aβ-Oligomeren in der Umgebung amyloider Plaques
nachzuweisen. Der in dieser Studie verwendete Antikörper (NAB61) wies nicht
die gleiche selektive Charakteristik wie der A-887755 Antikörper auf und bindete
auch monomere Aβ-Moleküle und fibrilläre Aβ-Aggregate (E. B. Lee u. a., 2006).
Aus diesem Grund sollte eine mögliche Akkumulation des Aβ-Oligomer-selektiven
Antikörpers A-887755 in der Nähe amyloider Plaques in vivo untersucht werden,
um das Ergebnis von Koffie u. a. (2009) zu überprüfen. Als Positivkontrolle wur-
de der pan-Aβ-bindende Antikörper 6G1 und als Negativkontrolle eine nicht an
Aβ-Moleküle bindende IgG2a-Isotypkontrolle verwendet.
Die Untersuchungen wurden in 13,5 bis 16,3 Monate alten Tg2576 Mäusen (pro
Antikörper zwei Mäuse) durchgeführt. In diesem Altersbereich war die Plaqueent-
stehung immer noch dynamisch und die Plaquedichte war defintiv größer Null (siehe
Abb. 2.10 auf Seite 42). Zur Visualisierung mit einem Fluoreszenzmikroskop wurden
die Antikörper mit dem synthetischen Fluorophor Alexa594 gekoppelt, das einen
hohen Wirkungsquerschnitt für die Zwei-Photonen-Anregung besitzt und dadurch
sehr gut für die in vivo Untersuchung geeignet war (C. Xu u. a., 2008). Zur De-
tektion amyloider Plaques wurde Methoxy-X04 verwendet, das ein Emissionsma-
ximum bei einer Wellenlänge von 466 nm erreichte. Das Emissionsmaximum von
Alexa594 lag mit 618 nm sehr weit entfernt, sodass die Fluoreszenzsignale beider
Fluorophore relativ gut, aber nicht perfekt voneinander getrennt werden konnten
(siehe Abschnitt 4.2.4 auf Seite 116). Da das Fluoreszenzsignal von Methoxy-X04
aufgrund der großen Mengen an fibrillären Aβ-Aggregaten innerhalb der Plaques
64



































































































































Abb. 2.24: In vivo Markierung verschiedener Aβ-Aggregate im zerebralen Cortex. Für die in
vivo Markierung der verschiedenen Aβ-Aggregate wurden die Antikörper aus dem Behandlungsversuch
verwendet, die chemisch an den Alexa594 Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt wurden (a pan-Aβ erkennend
6G1, b oligomeres Aβ erkennend A-887755, c unspezifische Isotypkontrolle IgG2a). Zur Detektion amy-
loider Plaques wurde der Fluoreszenzfarbstoff Methoxy-X04 eingesetzt. Die intravitalmikroskopischen
Aufnahmen wurden als dreidimensionale Volumen-gerenderte Bilder dargestellt (Antikörper magenta,
amyloide Plaques grün). Die fluoreszenzmarkierten Antikörper (0,3 mg/ml) wurden direkt auf die Ge-
hirnoberfläche nach Entfernung der Dura Mater appliziert. Anschließend wurde das kraniale Fenster
mit dem Glas verschlossen. Nach fünf bis sechs Stunden Inkubationszeit fand die erste Mikroskopie-
sitzung statt. Direkt danach wurde Methoxy-X04 intraperitoneal appliziert, um die amyloiden Plaques
zu markieren. 15 bis 17 Stunden später wurden beide Signale (Antikörper und Plaques) gemeinsam in
einer zweiten Mikroskopiesitzung detektiert. Der Maßstab repräsentiert 50µm.
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im Vergleich zu dem erwartenden Signal der löslichen Aβ-Moleküle sehr stark war,
wurde eine sequentielle Färbestrategie angewendet. Bei der Implantation des kra-
nialen Fensters wurde die Dura Mater entfernt und eine Lösung der fluoreszenz-
markierten Antikörper (0,3 mg ml-1) direkt auf die Gehirnoberfläche gegeben. Die
Öffnung im Schädel der Maus wurde mit einem Deckglas verschlossen. Um den
Antikörper in das Gehirn diffundieren zu lassen, wurde mit der ersten Mikroskopie-
sitzung fünf bis sechs Stunden nach der Operation begonnen. In Abbildung 2.24 auf
der vorherigen Seite wurden repräsentative Beispiele als dreidimensionale Volumen-
gerenderte Bilder dargestellt. Für jeden Antikörper war eine Plaque-ähnliche Ak-
kumulation zu detektieren. Das Signal für den pan-Aβ Antikörper 6G1 war mit
Abstand am stärksten, gefolgt von dem Signal des Aβ-Oligomer-spezifischen An-
tikörpers A-887755. Für die Isotypkontrolle wurde ebenfalls eine Akkumulation de-
tektiert, deren Signal am schwächsten war. Für eine Färbung der amyloiden Plaques
wurde nach der ersten Mikroskopiesitzung Methoxy-X04 (2 mg kg-1) intraperitone-
al injiziert. Nach 15 bis 17 Stunden Inkubationszeit wurde die zweite Mikrosko-
piesitzung zur Messung beider Fluorophore begonnen. In Abbildung 2.24 sind die
Bilder der gleichen Positionen wie in der ersten Mikroskopiesitzung zu sehen. Der
pan-Aβ Antikörper 6G1 zeigte eine komplette Kolokalisation mit den amyloiden
Plaques und färbte meist auch eine Korona um den Plaque an. Zudem waren Ak-
kumulationen zu sehen, die keinen amyloiden Kern anfärbten (Abb. 2.24 a). Der
Aβ-Oligomer-spezifische Antikörper und die Isotypkontrolle zeigten ebenfalls eine
komplette Kolokalisation mit den amyloiden Plaques. In diesen Bildern waren keine
Koronen um die Plaques zu erkennen, sondern eine klare Abgrenzung, wie sie die





3.1 Differentielle Effekte der Überexpression des
Amyloid-Vorläuferproteins auf die strukturelle Plastizität
dendritischer Spines im somatosensorischen Cortex
Die Pathologie des Morbus Alzheimer ist gekennzeichnet durch die Akkumulati-
on des Aβ-Peptids und den daraus entstehenden Aggregaten, die sich zu amy-
loiden Plaques formieren (Selkoe, 2001). Ein zweites charakteristisches Merkmal
der Krankheit ist die Hyperphosphorylierung des Mikrotubuli-assoziierten Prote-
ins Tau, die zur Aggregation des Proteins im Zellkörper von Neuronen in Form
von Tangles führt (Duyckaerts u. a., 2009). In der Amyloid-Kaskaden-Hypothese
wurde postuliert, dass die Akkumulation des Aβ-Peptids das primäre Ereignis
in der Ätiologie der Krankheit darstellt (Hardy u. a., 1991). Die ersten kogniti-
ven Einschränkungen während der Erkrankung wurden auf synaptische Defizite
zurückgeführt, die hauptsächlich durch diffundierende und synaptotoxische Aβ-Oli-
gomere hervorgerufen werden (Selkoe, 2002).
Zur Testung von therapeutischen Strategien, die auf dieser Hypothese basieren,
wurde die transgene Mauslinie Tg2576 ausgewählt. Dieses Mausmodell ist durch
eine altersabhängige Akkumulation des Aβ-Peptids aufgrund der Überexpression
eines humanen Amyloid-Vorläuferproteins (APP) mit der schwedischen Mutation
unter einem neuronalen Promotor charakterisiert (Hsiao u. a., 1996). Die Untersu-
chung der Dichte dendritischer Spines wurde in einem Alter von zwölf Monaten
durchgeführt, in dem bereits lösliche Aβ-Peptide und unlösliche Aβ-Aggregate im
Gehirn akkumulierten (Apelt u. a., 2004; Kawarabayashi u. a., 2001). Zudem wa-
ren in diesem Alter Aβ-Oligomere im Gehirn der transgenen Mäuse nachzuweisen
(Barghorn u. a., 2005). Die Dichte der amyloiden Plaques war mit zwölf Monaten
noch relativ gering, sodass die Untersuchung der synaptotoxischen Wirkung von
Aβ-Oligomeren auf die Dichte dendritischer Spines in einem Mindestabstand von
50µm (meist wesentlich weiter entfernt) zu amyloiden Plaques durchgeführt wer-
den konnte. Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie durch ein kraniales Fenster über
dem zerebralen Cortex wurden einzelne dendritische Spines über mehrere Wochen
verfolgt. Zur Markierung von Dendriten, Axonen und dendritischen Spines wurde
eine Mauslinie eingekreuzt, die in einem Teil der pyramidalen Schicht II/III und V
Neurone das fluoreszierende Protein YFP exprimierte (Feng u. a., 2000). Der Vorteil
dieser in vivo Technik war die Möglichkeit der direkten Verlaufskontrolle des The-
rapieeffekts, da die Therapie aufgrund der langsam fortschreitenden Prozesse meist
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mehrere Wochen bis Monate dauern kann (Jucker, 2010). Durch diesen experimen-
tellen Aufbau sollte eine robuste Methode zur präklinischen Testung verschiedener
Therapeutika etabliert werden, um diese hinsichtlich ihrer Wirkung auf synaptische
Defizite zu untersuchen.
3.1.1 Schicht II/III Neurone zeigen keine Unterschiede in der Spinedichte
Für die apikalen Dendriten der Schicht II/III Neurone wurde eine Spinedichte von
ungefähr 0,3µm-1 gemessen (Abb. 2.2 b, auf Seite 31). Durch die Überexpression
von APP konnte kein signifikanter Unterschied und kein Trend zu einer niedrige-
ren Spinedichte festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurde in drei Publikationen
von einer reduzierten Spinedichte berichtet (Alpár u. a., 2006; K. J. Lee u. a., 2010;
Rocher u. a., 2008). Rocher u. a. (2008) berichteten weiterhin, dass die absolute An-
zahl dendritischer Spines im Gegensatz zur Spinedichte nicht unterschiedlich war.
Ein deutlicher Unterschied zwischen allen Studien waren die verschiedenen Metho-
den zur Färbung der neuronalen Baumstruktur. Es wurden eine klassische Golgi-
Färbung (K. J. Lee u. a., 2010), eine Färbung durch direkte Injektion von Biocytin
(Rocher u. a., 2008) und eine retrograde Färbung durch die Injektion von biotinylier-
tem Dextran-Amin in das Corpus Callosum (Alpár u. a., 2006) mit jeweils anschlie-
ßender Detektionsreaktion angewandt. Die gemessenen Spinedichten für die Wild-
typtiere variierten sehr stark mit Werten von 0,5µm-1 (Alpár u. a., 2006), 1,3µm-1
(Rocher u. a., 2008) und 0,7µm-1 (K. J. Lee u. a., 2010). Mögliche Gründe für diese
sehr großen Abweichungen in den Spinedichten könnten die Färbemethoden und
die daraus resultierende Markierung unterschiedlicher Subtypen von Schicht II/III
Neuronen sein. Ein Indiz für diese Erklärung gaben die untersuchten Längen der
apikalen Dendriten in der Sholl-Analyse, bei der die Spinedichten in Abhängigkeit
zum Abstand vom Zellkörper bestimmt wurden (Sholl, 1953). Die Spinedichten
wurden bis zu einer Entfernung von 100µm (Alpár u. a., 2006) und 550µm (Rocher
u. a., 2008) vom Zellkörper gemessen. Eine weitere Erklärung für die Unterschiede
in den Spinedichten waren die genetischen Hintergründe der verwendeten Mauslini-
en. In der Originalpublikation wurden die transgenen Tiere heterozygot auf einem
B6/SJL Mischhintergrund gezüchtet (Hsiao u. a., 1996). Aufgrund der Einkreuzung
der YFP-H Mauslinie in die Tg2576 Mauslinie änderte sich der genetische Hinter-
grund der Tochtergeneration, da die YFP-H Mauslinie auf einer reinen C57BL/6
Inzuchtlinie basierte (Feng u. a., 2000). Die Einkreuzung verschiedener genetischer
Hintergründe in die Tg2576 Mauslinie wurde bereits mit abweichenden Ergebnissen
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in Verhaltensstudien in Verbindung gebracht (Lassalle u. a., 2008). In einem an-
deren Alzheimer-Mausmodell mit zwei Transgenen wurden ebenfalls Unterschiede
im Verlauf der Pathologie und in Verhaltenstests aufgrund unterschiedlicher gene-
tischer Hintergründe festgestellt (Couch u. a., 2013). Ein Vergleich von zwei reinen
Inzuchtlinien zeigte auch deutliche Unterschiede in der kognitiven Leistung (Deacon
u. a., 2007).
3.1.2 Überexpression des Amyloid-Vorläuferproteins führt zu einer erhöhten
Spinedichte in Schicht V Neuronen
Die Überexpression des APP führte an apikalen Dendriten von Schicht V Neuronen
zu einer erhöhten Spinedichte im Vergleich zu Wildtyptieren im Alter von zwölf
Monaten (2.2 c, auf Seite 31). Ein direkter Vergleich in der Literatur existierte nicht
für das Tg2576 Mausmodell in diesem Alter. In acht bis zehn Monate alten Tg2576
Tieren wurde kein Unterschied in der Spinedichte apikaler Dendriten zwischen trans-
genen Mäusen und Wildtyptieren in vivo gemessen (Spires-Jones u. a., 2007). Inter-
essanterweise waren die Spinedichten der Wildtyptiere im Alter von zwölf Monaten
mit 0,3µm-1 in beiden Studien gleich. Für 21 bis 24 Monate alte Tg2576 Mäuse
wurde eine Reduktion der Spinedichte berichtet, während die Spinedichte der Wild-
typtiere sich nicht über die Zeit änderte (Spires u. a., 2005). Die in der vorliegenden
Arbeit gemessene erhöhte Spinedichte von 0,35µm-1 in Tg2576xYFP Mäusen stand
in Diskrepanz zu den beiden genannten Studien. Sie konnte nicht allein durch die un-
terschiedlichen Altersgruppen erklärt werden. In diesem Fall wäre auch eine erhöhte
Spinedichte für acht bis zehn Monate alte Tg2576 zu erwarten. Eine möglicherweise
altersabhängige Reduktion der Spinedichte, wie sie aus der Untersuchung von 21
bis 24 Monate alten Tg2576 geschlossen werden kann (Spires u. a., 2005), konnte in
der kinetischen Messung der Spinedichte über sechs Wochen nicht detektiert werden
(Abb. 2.4 a, auf Seite 33). In beiden Studien wurde nicht genau spezifiziert, von wel-
chen Neuronen die Spinedichten der apikalen Dendriten bestimmt wurden (Spires
u. a., 2005; Spires-Jones u. a., 2007). Zur Fluoreszenzmarkierung der Neurone wurde
eine intrakortikale Injektion eines Adeno-assoziierten Virus verwendet, der die Gen-
sequenz zur Expression eines
”
enhanced“ grün fluoreszierenden Proteins (eGFP)
enthielt. Beide versuchstechnischen Unterschiede könnten eine mögliche Erklärung
für die Diskrepanz zu den Daten dieser Arbeit darstellen, da hier die Neuronentypen
genau spezifiziert werden konnten. In einer weiteren in vivo Studie wurden keine
Unterschiede der Spinedichte zwischen der YFP-H Mauslinie und APPPS1xYFP-H
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Mauslinie in einem Abstand größer 50µm von amyloiden Plaques gemessen (Bitt-
ner u. a., 2012). Die möglichen Gründe waren die zusätzliche Überexpression eines
mutierten Präsenilin 1 und die fehlende Unterscheidung der Dendriten von Schicht
II/III und Schicht V Neuronen.
Im folgenden Abschnitt werden verschiedene Funktionen des APP und dessen
proteolytische Fragmente diskutiert, die für die erhöhte Spinedichte in den apikalen
Dendriten der Schicht V Neurone verantwortlich sein könnten. APP wurde unter
anderem in den Membranen synaptischer Präparationen detektiert (Kirazov u. a.,
2001) und wurde in weiteren Studien im prä- und postsynaptischen Kompartiment,
in Dendriten und in Axonen lokalisiert (Hoe u. a., 2009; Koo u. a., 1990; Lyckman
u. a., 1998; Schubert u. a., 1991; Shigematsu u. a., 1992; Sisodia u. a., 1993; Turner
u. a., 2003; Yamazaki u. a., 1995). Zusätzlich wurde der extrazellulären Domäne des
APP eine wichtige Funktion zur Förderung der Bildung neuer Synapsen zugeschrie-
ben (Z. Wang u. a., 2009). Diese Studien lassen den Schluss zu, dass durch trans-
synaptische Interaktionen zwischen prä- und postsynaptischem APP zur Adhäsion
von Synapsen beitragen (Hoe u. a., 2012; Z. Wang u. a., 2009). Interessanterweise
war die erhöhte Spinedichte der Schicht V Neurone auf eine höhere Dichte persis-
tenter Spines zurückzuführen (Abb. 2.4 b auf Seite 33). Es ist denkbar, dass dieser
Synapsen-stabilisierende Effekt durch die Überexpression von APP und der daraus
resultierenden erhöhten Adhäsion zwischen Prä- und Postsynapse verursacht wurde.
Im Gegensatz dazu wurde über den gesamten Mikroskopiezeitraum keine Änderung
der Dichte transienter Spines detektiert, d.h. die Mechanismen zur Formierung und
Eliminierung dendritischer Spines waren unbeeinflusst. Diese strukturelle Plastizität
ist für die Prozesse des Lernens und Gedächtnisses notwendig, um neue Verschal-
tungen im neuronalen Netzwerk zu realisieren (Caroni u. a., 2012; Fu u. a., 2011).
Interessanterweise wurde in zwei unabhängigen Studien gezeigt, dass eine visuelle,
sensorische und motorische Stimulation durch ein
”
enriched environment“ sowohl zu
einer erhöhten Expression von APP (Huber u. a., 1997) als auch zu einer erhöhten
Spinedichte in Schicht II/III und V Neuronen im somatosensorischen Cortex führt
(C. K. E. Jung u. a., 2012b). Ein
”
enriched environment“ stellt eine im Vergleich zu
einer Standard-Haltung stimulierende Umgebung dar, die meist aus einem größeren
Käfig besteht, in dem Spielzeuge, Leitern, Tunnel, Brücken, Laufräder und kleine
Häuser platziert sind (Rampon u. a., 2000). Zudem trägt eine Haltung in Gruppen
zur weiteren Stimulation durch soziale Kontakte bei. Diese Art der Haltung beein-
flusste die Cholinesteraseaktivität und resultierte in einem größerem Gehirnvolumen
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durch eine Erhöhung der Dicke des zerebralen Cortex und in einer erhöhten Anzahl
von Synapsen und Gliazellen (Altman u. a., 1964; Diamond u. a., 1964, 1966; Krech
u. a., 1960; Rosenzweig u. a., 1962). Wenn ein
”
enriched environment“ sowohl zu ei-
ner erhöhten Expression von APP (Huber u. a., 1997) als auch zu einer Spinedichte
im somatosensorischen Cortex führte (C. K. E. Jung u. a., 2012b), könnte dies eine
Erklärung für die in der vorliegenden Arbeit gemessene erhöhte Spinedichte durch
transgene Überexpression von APP sein.
Im Zusammenhang mit der Überexpression von APP wurde eine verstärkte Re-
krutierung von NMDA-Rezeptoren zur postsynaptischen Dichte berichtet, die vor
allem die NR2B Untereinheit des Rezeptors beinhaltete (Hoe u. a., 2009, 2012). Die
Überexpression der NR2B Untereinheit führte ihrerseits zu einer Verstärkung der
Langzeit-Potenzierung (LTP, eng.: long-term potentiation) in transgenen Mäusen
(Y. P. Tang u. a., 1999, 2001). Weiterhin wurde für diese Mäuse eine Verbesserung
des Gedächtnisses zur sozialen Wiedererkennung beschrieben (Jacobs u. a., 2012).
LTP ist die langlebige Verstärkung der Signaltransmission zwischen zwei Neuronen,
die durch synchrone Stimulation entsteht (Bliss u. a., 1993, 1973a,b; Ho u. a., 2011).
Es ist eine Form der synaptischen Plastizität, die Fähigkeit einer chemischen Syn-
apse ihre Stärke zu verändern. Diese Eigenschaft wird als Grundlage von Lernen
und Gedächtnis angenommen, weshalb LTP als ein bedeutender zellulärer Mecha-
nismus beim Lernen und Gedächtnis betrachtet wird (Bliss u. a., 1993; Cooke u. a.,
2006; Lynch, 2004). Die Aufrechterhaltung von LTP ist notwendig für die Stabili-
sierung dendritischer Spines über die Zeit (Bhatt u. a., 2009; Caroni u. a., 2012; Fu
u. a., 2011; Hill u. a., 2013; Knott u. a., 2008, 2006; Segal, 2005; Zito u. a., 2009). Im
Hinblick auf die kinetische Untersuchung wurden aufgrund der Überexpression von
APP mehr persistente Spines detektiert, die über längere Zeiträume stabil waren
(Abb. 2.4 b auf Seite 33). Weiterhin können durch Induktion von LTP neue Spines
entstehen, was eine mögliche Erklärung der erhöhten Spinedichte darstellt (Engert
u. a., 1999; Yuste, 2009; Yuste u. a., 2001a). Auch die Morphologie der dendriti-
schen Spines kann sich durch diese Art der Stimulation verändern und zu einem
vergrößerten Spinekopf führen (Lippman u. a., 2005; Matsuzaki u. a., 2004; Tada







stubby“, die auf eine Änderung der
Spinegeometrie zurückzuführen wäre, wurde nicht gemessen (Abb. 2.5 auf Seite 34).
Für das Aβ-Peptid wurde kürzlich eine Rolle als Modulator von LTP beschrie-
ben, mit einer verstärkenden Wirkung in picomolaren Konzentrationen und einer
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unterdrückenden Wirkung in nanomolaren Konzentrationen (Puzzo u. a., 2008).
Zusätzlich wurde gezeigt, dass das Aβ-Peptid für die synaptische Plastizität not-
wendig ist (Puzzo u. a., 2013, 2011). Dies ist eine weitere mögliche Erklärung der
erhöhten Spinedichte aufgrund der Überexpression von APP und der daraus resul-
tierenden erhöhten Konzentration an Aβ-Peptiden.
3.1.3 Zusammenfassung
In dieser Studie wurden differentielle Effekte der Überexpression von APP auf die
Spinedichte gezeigt. Im Mausmodell wiesen die apikalen Dendriten der Schicht II/III
Neuronen die gleiche Spinedichte wie in Wildtyptieren auf, während die Spinedichte
der Schicht V Neurone erhöht war. Interessanterweise resultierte die erhöhte Spine-
dichte in Schicht V Neuronen aus einer größeren Dichte langlebiger Spines. Weiterhin
wurden über den Beobachtungszeitraum von sechs Wochen keine Änderungen der
Spinedichte und keine Unterschiede in der Spinemorphologie festgestellt.
Mögliche Gründe für diesen differentiellen Effekt auf die Spinedichte könnten
unterschiedliche Expressionsspiegel von APP in den beiden Neuronentypen sein.
Außerdem ist eine unterschiedliche Empfindlichkeit auf die Auswirkungen der Über-
expression von APP denkbar. Die erhöhte Spinedichte in Schicht V Neuronen war
ein unerwartetes und erstaunliches Ergebnis, da das Tg2576 Mausmodell im un-
tersuchten Alter von zwölf Monaten bereits deutlich erhöhte Mengen an löslichem
und unlöslichem Aβ-Peptid, sowie Aβ-Oligomeren im Vergleich zu Wildtyptieren
produziert hat (Apelt u. a., 2004; Barghorn u. a., 2005; Kawarabayashi u. a., 2001).
Mögliche positive Effekte durch die Überexpression von APP, die im Zusammenhang
mit diesem Ergebnis stehen könnten, wurden in dem vorherigen Abschnitt disku-
tiert. Weiterhin wurde in mehreren Studien von einer Reduktion der Spinedichte
im Hippocampus berichtet. Die Spinedichten der apikalen Dendriten von CA1 py-
ramidalen Neuronen waren ab einen Alter von drei bis vier Monaten reduziert im
Vergleich zu Wildtyptieren (Adlard u. a., 2011; D’Amelio u. a., 2011; Lanz u. a.,
2003). Im Gegensatz hierzu wurden keine Unterschiede der Spinedichten der basa-
len Dendriten dieser Neurone detektiert (Adlard u. a., 2011; D’Amelio u. a., 2011).
Perez-Cruz u. a. (2011) zeigten ein gegenteiliges Ergebnis im Alter von fünf Mona-
ten, indem die Spinedichten von basalen proximalen Dendriten reduziert und die
Spinedichten der apikalen Dendriten unverändert waren. Im Gyrus Dentatus wurde
eine Reduktion der Spinedichte ab einem Alter von vier Monaten gemessen (Jacob-
sen u. a., 2006). Diese pathologischen Befunde waren sehr spezifisch und nicht kon-
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sistent zwischen den Studien, was an unterschiedlichen Methoden oder genetischen
Hintergründen der Mauslinien liegen könnte (C. K. E. Jung u. a., 2012a). Zudem
muss bei der Untersuchung mit drei Monaten der entwicklungsbiologische Aspekt
von APP mit in die Betrachtung einbezogen werden (Herms u. a., 2004; Wolfe u. a.,
2007). Ein wichtiger Grund für dieses sehr heterogene Bild der Phänotypen war sehr
wahrscheinlich eine Überlagerung verschiedener Effekte durch die Überexpression
von APP und der daraus entstehenden größeren Mengen an proteolytischen Frag-
menten zu den unterschiedlichen Altern der untersuchten Tiere.
3.2 In vivo Wachstumskinetik amyloider Plaques
Als ein charakteristisches Merkmal von Morbus Alzheimer wurde in der vorliegenden
Arbeit die Aggregation des Aβ-Peptids zu amyloiden Plaques im Tg2576 Mausmo-
dell in vivo untersucht. Die biophysikalischen Grundlagen der Aggregationskinetik
des Aβ-Peptids wurden in in vitro Studien erforscht. Der initiale Prozess der Aggre-
gation ist von der Bildung eines Aggregationskeimes abhängig. Weiterhin korreliert
die Bildungswahrscheinlichkeit eines Aggregationskeimes mit der Konzentration des
Aβ-Peptids. Die Phase der Keimbildung kann durch die Zugabe von exogenen Ag-
gregationskeimen verkürzt oder überbrückt werden. In Experimenten mit einer Dau-
er von Stunden bis zu mehreren Tagen wurde gezeigt, dass der Verlauf der Aggrega-
tionskinetik einer Sigmoid-Funktion folgt. Dabei wurden drei Phasen unterschieden:
(1) eine Phase der Verzögerung, aufgrund der niedrigen Wahrscheinlichkeit der Ag-
gregationskeimbildung (2) eine exponentielle Wachstumsphase und (3) eine Phase
des Äquilibrium in der kein weiteres Wachstum messbar ist (siehe Abschnitt 1.2.3
auf Seite 11). In dieser Studie wurde die Aggregationskinetik amyloider Plaques im
intakten Gehirn eines Alzheimer-Mausmodells über mehrere Wochen bis über ein
Jahr in verschiedenen Altersgruppen untersucht. Dabei wurde die Zwei-Photonen-
Mikrokopie in Kombination mit der Implantation eines kranialen Fensters ange-
wendet. Die Verbindung beider Techniken ermöglichte die Untersuchung der selben
Gehirnregionen über lange Zeiträume und die Beobachtung tief im Gewebe.
3.2.1 Der erste Nachweis eines stetigen Plaquewachstums
Eine erste Auswertung des Plaquevolumens über die Zeit ergab eine messbare
Größenzunahme bereits nach einer Woche, die sich über den Beobachtungszeitraum
von sechs Wochen weiter fortsetzte (Abb. 2.7 d auf Seite 36). Dieses Ergebnis stand
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in Kontrast zu dem von Meyer-Luehmann u. a. (2008) postulierten Modell, dass
amyloide Plaques innerhalb eines Tages in ihrer finalen Größe erscheinen. P. Yan
u. a. (2009) beobachteten ebenfalls ein langfristiges Wachstum von präexistenten
Plaques in dem APPswe/PS1dE9 Mausmodell (Jankowsky u. a., 2004; Savonen-
ko u. a., 2005). Neben den präexistenten Plaques wurden neu entstandene Plaques
untersucht, deren Größe auch stetig zunahm (Abb. 2.7 a auf Seite 36). Eine weitere
Arbeitsgruppe publizierte praktisch zeitgleich übereinstimmende in vivo Ergebnisse
für präexistente und neu entstandene Plaques in dem APPPS1 Mausmodell (Bur-
gold u. a., 2011; Hefendehl u. a., 2011; Radde u. a., 2006). Dieser Befund wurde
zusätzlich durch Daten gestützt, die mit einer Art Zeitstempelmethode durch se-
quentielle Färbung der amyloiden Plaques mit zwei unterschiedlich fluoreszierenden
Farbstoffen generiert wurden (Condello u. a., 2011).
Für die Diskrepanz zu den Daten von Meyer-Luehmann u. a. (2008) könnten ver-
schiedene technische Aspekte verantwortlich sein. Ein kritischer Punkt war die Ver-
wendung des Plaquevolumens als Größenmaß, da die dreidimensionale Auflösung in
der optischen Mikroskopie nicht isotrop ist (Denk u. a., 1997; Helmchen u. a., 2005).
Aus diesem Grund wurden die Plaqueflächen aus Maximumintensitätsprojektionen
der dreidimensionalen Bilder als Größenmaß analysiert, da in dieser Ebene die
Auflösung größer ist als entlang der optischen Achse des Objektives. Die Analy-
se zeigte das gleiche stetige Wachstum der neu entstandenen und präexistenten
Plaques wie die Auswertung der Plaquevolumina (Abb. 2.7 b, e auf Seite 36). Dieses
Ergebnis war zu erwarten, da von zwei unterschiedlichen Laboren ein langfristi-
ges Wachstum amyloider Plaques berichtet wurde, die auch eine quantitative Aus-
wertung der Plaqueflächen durchführten (Condello u. a., 2011; P. Yan u. a., 2009).
Ein wesentlicher Unterschied war, dass in der vorliegenden Studie mindestens eine
dreiwöchige Erholungsphase nach der Implantation des kranialen Fensters einge-
legt wurde, während Meyer-Luehmann u. a. (2008) direkt nach der Operation mit
dem Mikroskopieren startete. Unter diesen Versuchsbedingungen wurde eine wei-
tere Gruppe im gleichen Zeitschema mikroskopiert, wie es Meyer-Luehmann u. a.
(2008) angewandt hat. Diese Analyse zeigte ebenfalls ein stetiges Wachstum nach
zehn Tagen (Abb. 2.7 c, f auf Seite 36).
3.2.2 Charakterisierung der Immunreaktion unter dem kranialen Fenster
Durch die Öffnung der Schädeldecke bei der Implantation des kranialen Fensters
kann eine Immunreaktion im Gehirn ausgelöst werden, die unter anderem den Um-
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satz dendritischer Spines und das Plaquewachstum beeinflussen könnten (H.-T. Xu
u. a., 2007; P. Yan u. a., 2009). Da diese Operation ein diffiziler Eingriff ist, dessen
Erfolg stark vom Operateur und den jeweiligen Laborbedingungen abhängt (Holt-
maat u. a., 2009; Keck u. a., 2008), wurde die Aktivierung von Gliazellen unter dem
kranialen Fenster quantifiziert. Zwei Tage nach der Operation zeigte sich eine akute
Aktivierung der Mikroglia, die durch eine Erhöhung des Volumens der Zellkörper
(Abb. 2.8 c auf Seite 38) und eine reduzierte Komplexität der Fortsätze gekenn-
zeichnet war (Boche u. a., 2013; Lynch, 2009; Stence u. a., 2001; Streit u. a., 1999).
Zusätzlich war die Dichte der Mikroglia deutlich reduziert (Abb. 2.8 b). Die Morpho-
logie ruhender Mikroglia wurde bereits nach zehn Tagen wieder erreicht (Davalos
u. a., 2005; Kettenmann u. a., 2011; Nimmerjahn u. a., 2005), was sich in einem
normalisierten Zellvolumen widerspiegelte. Interessanterweise war zu diesem Zeit-
punkt die Mikrogliadichte deutlich erhöht, was auf eine zweite verzögerte Phase der
Mikrogliaaktivierung schließen ließ. Die größte Zelldichte wurde direkt unter dem
kranialen Fenster mit einem abnehmenden Gradienten in größerem Abstand zur
Gehirnoberfläche gemessen. Nach der normalerweise eingehaltenen Erholungsphase
von drei Wochen war die Morphologie, die Dichte und das Volumen der Mikroglia
nicht mehr unterschiedlich zur kontralateralen Seite mit intaktem Schädelknochen.
Die Untersuchung der Astrozyten wurde mittels Immunfärbung gegen GFAP
durchgeführt, das einen spezifischen Marker für den Aktivierungsgrad dieser Zel-
len darstellt (O’Callaghan, 1993, 1994; O’Callaghan u. a., 2005; Weber u. a., 2013).
Zehn Tage nach der Operation war die Dichte aktivierter Astrozyten unter dem
kranialen Fenster erhöht, während auf der kontralateralen Seite zu keinem Zeit-
punkt GFAP-positive Astrozyten detektiert wurden (Abb. 2.8 c auf Seite 38). Die
Astrozytendichte unterlag sehr starken Schwankungen und es waren zu allen drei
Zeitpunkten aktivierte Astrozyten unter dem kranialen Fenster vorhanden. Inner-
halb der ersten zehn Tage nach Operation war ein Gradient der Astrozytendichte
mit höheren Werten direkt an der Gehirnoberfläche zu verzeichnen. Dieser Gradient
war nach drei Wochen nicht mehr zu erkennen und das Gesamtniveau war etwas
niedriger. Das mittlere Volumen der aktivierten Astrozyten war zu jedem Zeitpunkt
gleich.
Die Immunreaktion nach Implantation eines kranialen Fensters war durch eine
akute Aktivierung von Mikroglia in Form von morphologischen Veränderungen und
einer Reduktion der Zelldichte gekennzeichnet. In einer verzögerten zweiten Phase
war die Mikrogliadichte erhöht, während sich die Morphologie nicht von ruhen-
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den Mikroglia unterschied. Nach drei Wochen Erholungsphase waren alle Aktivie-
rungsmerkmale komplett abgeklungen. Dagegen entwickelte sich die Aktivierung
von Astrozyten langsamer und erreichte den Höhepunkt erst zehn Tage nach der
Operation. Am Ende der Erholungsphase war die Reaktion der Astrozyten bereits
vermindert.
3.2.3 Die Immunreaktion beeinflusst das Plaquewachstum
In mehreren Studien wurde die Aktivierung von Mikroglia mit einer reduzierten
Ablagerung von β-Amyloid assoziiert (Gentleman, 2013; D. C. Lee u. a., 2013). Es
wurde gezeigt, dass die Implantation eines kranialen Fensters zur Aktivierung von
Mikroglia innerhalb der ersten drei Wochen nach Operation führte. Das Wachstum
präexistenter Plaques in diesem Zeitraum war langsamer im Vergleich zu Daten,
deren Aufnahme erst im Anschluss an die dreiwöchige Erholungsphase nach der
Operation begonnen wurde. P. Yan u. a. (2009) berichteten von einem kompletten
Stillstand des Wachstums innerhalb der ersten vier Wochen nach Operation. Als
Grund wurde die Aktivierung von Mikroglia durch die Öffnung der Schädeldecke
aufgeführt, während mit einer anderen Präparationstechnik ohne Öffnung der Schä-
deldecke Plaquewachstum detektiert wurde. Bei dieser Präparationstechnik wurde
der Schädelknochen lediglich bis auf ungefähr 25µm ausgedünnt, wodurch keine
Immunreaktion hervorgerufen wurde (H.-T. Xu u. a., 2007; Yang u. a., 2010). Eine
Aktivierung von Mikroglia mittels intrakortikaler Injektion von Interferon-γ (IFN-
γ) oder durch Überexpression von Interleukin-1β (IL-1β) führte zu einem vermin-
derten Plaquewachstum (Garcia-Alloza u. a., 2007b; Ghosh u. a., 2013; Matousek
u. a., 2012). Weiterhin wurde die Assoziation von Mikroglia mit amyloiden Plaques
beschrieben und deren Rolle beim Abbau und der Internalisierung von β-Amyloid
(El Khoury u. a., 1996; Paresce u. a., 1996). Eine verstärkte Plaquebildung wur-
de beobachtet, wenn die Akkumulation von Mikroglia um die amyloiden Plaques
supprimiert wurde, zum Beispiel durch die Defizienz des Chemokinrezeptors CCR2
(El Khoury u. a., 2007). Für die Rolle von Mikroglia in der Entwicklung amyloider
Plaques gab es auch kontroverse Ergebnisse: so wurde in kompletter Abwesenheit
von Mikroglia kein Unterschied des Plaquewachstums festgestellt (Grathwohl u. a.,
2009). Im Fall einer erhöhten Akkumulation von Mikroglia um amyloide Plaques
wurde eine langsamere Plaquebildung beobachtet, was mit einer erhöhten Phago-
zytose von β-Amyloid begründet wurde (S. Lee u. a., 2010; Z. Liu u. a., 2010; Prinz
u. a., 2011). Die Ergebnisse aus diesen Studien legen den Schluss nahe, dass die
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in der vorliegenden Arbeit gemessene, verminderte Plaquewachstumsgeschwindig-
keit innerhalb der ersten drei Wochen nach Operation sehr wahrscheinlich aus einer
erhöhten Phagozytose der Mikroglia resultierte. Diese waren in den ersten Tagen
nach der Operation akut aktiviert und folglich stieg die Dichte der Mikroglia an,
was beides zu einer erhöhten Phagozytoseleistung führen könnte.
Interessanterweise wurde für neu entstandene Plaques ein schnelleres Wachstum
während der Mikrogliaaktivierung gemessen im Vergleich zur Gruppe, deren Daten-
akquisition erst nach der normalen dreiwöchigen Erholungsphase im Anschluss an
die Operation begonnen wurde (Abb. 2.8 a, c auf Seite 38). Zu diesem Teilversuch
gab es keine Vergleichsdaten in der Literatur, da in den meisten Publikationen die
prozentuale Beladung des Gehirns mit amyloiden Plaques als Größenmaß verwen-
det wurde. Dadurch konnten neu entstandene und präexistente Plaques nicht unter-
schieden werden. Zudem war der Anteil der neu entstandenen Plaques an der Ge-
samtmasse aller Plaques, aufgrund ihrer geringen Größe, sehr klein. Eine Änderung
dieses kleinen Anteils war mit dieser Methode praktisch nicht messbar. In einer
noch unveröffentlichten Studie wurde gezeigt, dass die Rekrutierung von Mikroglia
zum Ort der Entstehung von neuen Plaques mehrere Wochen dauern kann. Die
unterschiedlichen Beobachtungszeiträume von drei und sechs Wochen könnten da-
zu führen, dass in der einen Gruppe Plaques in Abwesenheit und in der anderen
Gruppe in Anwesenheit von Mikroglia zumindest für einen Teil des Beobachtungs-
zeitraumes wuchsen. Solange sich die Mikroglia nicht in räumlicher Nähe zu den
Plaques befinden, können sie keine Phagozytose und damit keine Limitierung des
Plaquewachstums bewirken. Möglicherweise war die Rekrutierung der Mikroglia zu
neu entstandenen Plaques durch die Entzündungsreaktion auch direkt beeinflusst.
Die Implantation eines kranialen Fensters führte zu einer deutlichen Reduktion
des Plaquewachstums innerhalb der ersten drei Wochen nach Operation. Dieses Er-
gebnis lieferte eine logische Begründung für mehrere Studien, in denen kein stetiges
Plaquewachstum gemessen wurde (Bacskai u. a., 2001, 2002; Garcia-Alloza u. a.,
2007a,b, 2006, 2009; Meyer-Luehmann u. a., 2008). In diesen Studien wurde direkt
nach der Implantation des kranialen Fensters mit der Messung des Plaquewachstums
über eine Dauer von maximal drei Wochen begonnen. Weiterhin wurde gezeigt, dass
die Aktivierung der Mikroglia nach der üblicherweise eingehaltenen Erholungsphase
von drei Wochen im Anschluss an die Operation komplett abgeklungen war. Sowohl
der morphologische Phänotyp als auch die Mikrogliadichte waren nach drei Wochen
normalisiert. Die Astrozytenaktivierung begann etwas verzögert und war nach drei
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Wochen bereits am Abklingen. Diese Ergebnisse zeigten, dass die Einhaltung einer
Erholungsphase von drei Wochen nach der Operation für eine Normalisierung des
Immunstatus ausreichend, aber nötig war und sich diese Methode zur Messung der
Plaquewachstumskinetik eignete.
3.2.4 Eine detaillierte Beschreibung der in vivo Plaquewachstumskinetik
In einem zweiten Experiment wurde die altersabhängige Entwicklung amyloider
Plaques in zwei verschiedenen Altersgruppen über einen Zeitraum von mindestens
zwei Monaten untersucht. Die erste Gruppe wurde ab einem Alter von zwölf Mona-
ten mikroskopiert. Da die amyloide Pathologie in dem Tg2576 Mausmodell erst mit
neun bis zehn Monaten begann und langsam fortschritt, stellte dieser Zeitpunkt ein
sehr frühes Stadium dar. Zwei der vier Mäuse aus dieser Gruppe konnten über sechs
Monate mikroskopiert werden und eine Maus über 15 Monate (Abb. 2.9 a auf Sei-
te 40). Die zweite Altersgruppe wurde ab einem Alter von 18 Monaten untersucht,
einem fortgeschrittenen Stadium der amyloiden Pathologie.
Die Plaquedichte steigt mit zunehmendem Alter an
Die Plaquedichte stieg mit zunehmenden Alter an, was durch die ansteigenden Mit-
telwerte für zwölf, 14 und 18 Monate bestätigt wurde (Abb. 2.10 a auf Seite 42). Eine
Betrachtung der einzelnen Werte für mikroskopierte Positionen zeigte eine sehr ho-
he Varianz der Plaquedichte zwischen verschiedenen Tieren (Abb. 2.10 d). Zudem
war ein sehr großer Anstieg neuer Plaques in der jungen Gruppe zu verzeichnen, in
der 50 neue Plaques entstanden bei 101 präexistenten Plaques zu Beginn des Ver-
suches. Dieses Ergebnis korrespondiert mit Studien, in denen ebenfalls ein starker
Anstieg der Plaquedichte ex vivo im Vergleich von zwölf und 18 bzw. 22 Monate
alten Tg2576 Mäusen gemessen wurde (Braakman u. a., 2006; Christie u. a., 2001).
In den Tieren der alten Gruppe stagnierte die Bildung neuer Plaques, mit lediglich
drei neu entstandenen gegenüber 786 präexistenten Plaques. Daraus folgte, dass
die Plaqueentstehung ein Plateau erreichte. Diese Schlußfolgerung wurde durch die
Daten aus den Langzeitversuchen unterstützt, bei denen nach anfänglichem star-
ken Anstieg der Plaquedichte ebenfalls ein Plateau erreicht wurde (Abb. 2.10 d und
Abb. 2.14 d). Ein korrespondierendes Ergebnis wurde in dem APPPS1 Mausmodell
gemessen, das eine wesentlich ausgeprägtere amyloide Pathologie aufwies (Hefendehl
u. a., 2011). In dieser Studie wurde ein Abfall der Plaqueentstehungsrate mit zuneh-
menden Alter gemessen bis keine neuen Plaques mehr gebildet wurden, was dem
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Erreichen eines Plateaus der Plaquedichte entsprach. Diese Beobachtungen können
mit Hilfe der biophysikalischen Grundlagen zum Plaquewachstum aus zahlreichen
in vitro Studien erklärt werden (siehe Abschnitt 1.2.3 auf Seite 11). Für die Bil-
dung eines neuen Aggregationskeimes, der zur Entstehung eines amyloiden Plaques
führte, war eine kritische Mindestkonzentration des Aβ-Peptids notwendig. Un-
ter der Annahme einer konstanten Produktion des Aβ-Peptids wurde die kritische
Konzentration anfänglich überschritten und es entstanden viele Aggregationskeime.
Daraus bildeten sich Plaques, an deren Oberfläche sich weitere Aβ-Peptide anla-
gerten, wodurch diese weiter wuchsen. Je größer die Gesamtoberfläche aller Plaques
und die Plaquedichte wurden, desto mehr Aβ-Peptide konnten sich anlagern und
desto geringer wurde die Diffusionszeit bis zur Anlagerung an einen Plaque. Dieser
Prozess stand dadurch in direkter Konkurrenz mit der Bildung neuer Aggregations-
keime, da die effektiv zur Verfügung stehende lokale Aβ-Konzentration absank. In
diesem Szenario würde die Wahrscheinlichkeit zur Entstehung neuer Plaques weiter
sinken bis ein Plateau der Plaquedichte erreicht wäre.
Die anfängliche Plaquedichte im frühen Stadium der amyloiden Pathologie konn-
te als Prädiktor für die Produktion und Konzentration des Aβ-Peptids verwen-
det werden. Je höher die Plaquedichte war, desto mehr Aβ-Peptid wurde vorher
produziert und desto höher sollte die Aβ-Konzentration sein. Korrespondierende
Resultate ergaben die Messungen der Aβ-Konzentration in der Interstitial- und
Zerebrospinalflüssigkeit im direkten Vergleich mit der Plaque-Beladung im Gehirn
(Cirrito u. a., 2003; DeMattos u. a., 2002a,b). Da die Plaque-Beladung im Gehirn
sehr gut mit der Plaquedichte korrelierte (Abb. 2.14 d auf Seite 47), wurde ein Zu-
sammenhang zwischen Plaquedichte und Aβ-Produktion nachgewiesen. Demzufol-
ge wäre eine positive Korrelation zwischen der Anzahl neu entstandener Plaques
und der Aβ-Konzentration zu erwarten. Tatsächlich wurde eine starke Korrelati-
on zwischen der Anzahl neu entstandener Plaques pro Volumen- und Zeiteinheit
(Plaqueentstehungsrate) und der anfänglichen Plaquedichte in der jungen Alters-
gruppe gemessen. Damit wurde dieser Zusammenhang zum ersten Mal in einem
Mausmodell in vivo nachgewiesen. In einer klinischen Studie zur Akkumulation
von β-Amyloid wurde ein ähnliche Korrelation ermittelt (Villain u. a., 2012). Mit
Hilfe der Positronen-Emissions-Tomographie (PET), einem nichtinvasiven bildge-
benden Verfahren, konnte die Akkumulation von β-Amyloid im Gehirn lebender
Patienten gemessen werden (Mori u. a., 2012; Nordberg, 2004). Dazu wurde eine
11C-markierte Sonde (Pittsburgh compound B, PiB) systemisch appliziert, die an
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β-Amyloid bindet, ähnlich dem Fluoreszenzfarbstoff Methoxy-X04 (Mathis u. a.,
2003). Diese Sonde reicherte sich innerhalb von Minuten im Gehirn an und die
Signalstärke korrelierte mit dem Gehalt an β-Amyloid (Bacskai u. a., 2007, 2003;
Klunk u. a., 2004). Die Patienten mit höheren PiB-Signalen in der Eingangsunter-
suchung zeigten einen größeren Anstieg des Signals in der Nachuntersuchung 18
Monate später (Villain u. a., 2012).
Für eine repräsentative Messung der Plaquedichte war es nötig, sehr große Volu-
mina innerhalb des kranialen Fensters zu mikroskopieren. Die Plaques waren nicht
gleichmäßig über das Gehirn verteilt, was gerade bei niedrigen Plaquedichten einen
großen Einfluss auf die Genauigkeit der Messung hatte (Bero u. a., 2012, 2011). Aus
diesem Grund wurden mindestens drei Positionen mit Kantenlängen von 850µm
und einer Tiefe von mindestens 300µm mikroskopiert. Bei einem nutzbaren Durch-
messer des kranialen Fensters von 4 mm entsprach das ungefähr 20 % der Nutzfläche.
Insgesamt wurden in der jungen und alten Gruppe jeweils 3 mm3 Gehirnvolumen
über einen Zeitraum von zwei Monaten beobachtet.
Die mittlere Plaquegröße steigt mit zunehmenden Alter an
Die individuelle und mittlere Plaquegröße sind häufig verwendete Maße zur Analyse
der amyloiden Pathologie in histopathologischen Studien. In den meisten Studien
wurden die Plaqueflächen als Größenmaß angegeben. Für einen Vergleich zu den
Daten dieser Arbeit wurde der Plaqueradius berechnet, da eine lineare Größe bes-
ser vorstellbar ist. Unter der Annahme eines stetigen Wachstums amyloider Plaques
über lange Zeiträume wäre auch eine Zunahme der mittleren Plaquegröße aufgrund
einer Verschiebung des Schwerpunktes in der Größenverteilung zu erwarten. Die
Analyse ergab einen Anstieg der mittleren Plaquegröße mit zunehmenden Alter,
was die Hypothese bestätigte (Abb. 2.10 b auf Seite 42). Neu entstandene Plaques
wiesen den mit Abstand kleinsten mittleren Radius mit 2,3µm auf. Sie bildeten
eine eigenständige Untergruppe aufgrund des kleinen Radius und der Normalver-
teilung ihrer Größe. Die präexistenten Plaques dagegen waren mehr als zweimal so
groß und die Daten folgten einer logarithmischen Normalverteilung. Im Alter von 18
Monaten lag der Durchschnitt bereits bei 10,8µm und mit 27 Monaten bei 16,7µm
in der Maus aus dem Langzeitversuch. Von zwei unabhängigen Laboren wurden
übereinstimmende Ergebnisse berichtet. P. Yan u. a. (2009) publizierten einen mitt-
leren Radius für neu entstandene und präexistente Plaques von 5,4 und 9,8µm,
der in älteren Tieren weiter auf 14,5µm anstieg. In einer weiteren Studie reichte
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die Größenverteilung bis zu 8µm für neu entstandene Plaques, wobei 87 % dieser
Plaques einen Radius von unter 4µm aufwiesen (Hefendehl u. a., 2011). In älteren
Tieren war die Größenverteilung bis zu einem Radius von 22µm erweitert. Zwei Stu-
dien aus einem weiteren Labor konnten keine Größenzunahme mit zunehmendem
Alter feststellen. In der einen Studie wurde für neu entstandene und präexistente
Plaques in jungen Mäusen jeweils ein mittlerer Radius von 5,4µm gemessen (Meyer-
Luehmann u. a., 2008), während die Analyse der anderen Studie für präexistente
Plaques in der frühen und späten Phase der amyloiden Pathologie jeweils 9 und
11µm ergab (Christie u. a., 2001). Diese unterschiedlichen mittleren Plaquegrößen
zwischen beiden Studien sind nicht konsistent mit der von den Authoren postulier-
ten Hypothese, dass Plaques innerhalb eines Tages wachsen und anschließend die
Größe nicht ändern (Arbel-Ornath u. a., 2011). Wenn Plaques in dieser Weise wach-
sen würden, dürfte kein Unterschied zwischen den mittleren Plaquegrößen bestehen.
Zudem wurden im Rahmen dieser Arbeit 414 neu entstandene Plaques untersucht
(die Therapiestudie mit einbezogen), von denen nicht ein einziger den Radius eines
mittelgroßen Plaques aufwies. Möglicherweise gab es Unterschiede in der Sensiti-
vität der Detektion neu entstandener Plaques in der Studie von Meyer-Luehmann
u. a. (2008). Ein weiterer Grund für die Diskrepanz könnte die wesentlich niedrigere
Anzahl untersuchter neu entstandener Plaques (18) sein.
In postmortalen histologischen Studien von Alzheimer-Patienten wurden ähnliche
mittlere Plaquegrößen und -verteilungen berichtet wie in den Studien der Mausmo-
delle (Hibbard u. a., 1994; Hyman u. a., 1993, 1995; Majocha u. a., 1988; Serrano-
Pozo u. a., 2012). Die maximalen Plaqueradien konnten durchaus bis zu 100µm er-
reichen, abhängig von der Färbemethode und der Auswertung der Bilddaten (Arm-
strong u. a., 1991; Delaère u. a., 1991).
Die mittlere Wachstumsgeschwindigkeit amyloider Plaques sinkt mit
zunehmendem Alter ab
Für jeden Plaque wurde eine individuelle Wachstumsgeschwindigkeit als lineare Zu-
wachsrate des Plaqueradius pro Woche berechnet, wodurch eine detaillierte Analy-
se auf der Ebene einzelner Plaques möglich war. Am schnellsten wuchsen die neu
entstandenen Plaques mit einer mittleren Wachstumsrate von 0,47µm Woche-1, ge-
folgt von den präexistenten Plaques mit 0,33µm Woche-1 im Alter von zwölf bis
14 Monaten (Abb. 2.10 c auf Seite 42). Dieser Unterschied war statistisch nicht si-
gnifikant. Im Gegensatz dazu wurde sechs Monate später in der alten Gruppe eine
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deutliche Reduktion der mittleren Wachstumsrate auf 0,10µm Woche-1 gemessen.
Diese Abnahme der mittleren Wachstumsrate war auf eine breitere Verteilung bis in
den Bereich des negativen Wachstums zurückzuführen, während in jungen Tieren
ausschließlich positives Wachstum gemessen wurde. Das Absinken der Wachstums-
geschwindigkeit mit zunehmendem Alter ließ sich durch die Akkumulation amyloi-
der Plaques erklären, wodurch sich die Oberfläche drastisch vergrößerte, an der sich
Aβ-Peptide anlagern konnten. Bei einer annähernd konstanten Produktion von Aβ-
Peptid musste die Wachstumsrate über die Zeit sinken, da sich die gleiche Menge
Aβ-Peptide auf einer immer größer werdenden Oberfläche ablagerte. Interessanter-
weise gab es eine negative Korrelation zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit und
der Plaquedichte bei der Analyse der jungen und alten Gruppe, die diese Hypothese
experimentell bestätigten (Abb. 2.15 b auf Seite 49).
Hefendehl u. a. (2011) konnten ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen
der Wachstumsgeschwindigkeit von neu entstandenen und präexistenten Plaques im
APPPS1 Mausmodell feststellen. Obwohl in der vorliegenden Arbeit aus statisti-
scher Sicht das gleiche Ergebnis gemessen wurde, war die Wachstumsrate für neu
entstandene Plaques etwas höher. Ein Grund dafür könnte der kürzere Beobach-
tungszeitraum von zwei Monaten sein. Demzufolge wurden die mittleren Wachs-
tumsraten der neu entstandenen und präexistenten Plaques aus dem Langzeitver-
such über sechs Monate im Tg2576 Mausmodell verglichen (Abb. 2.14 e auf Seite 47).
Diese Analyse ergab identische Wachstumsgeschwindigkeiten für beide Gruppen
(0,30 und 0,28µm Woche-1 für neu entstandene und präexistente Plaques), womit
der Unterschied auf die unterschiedliche Beobachtungsdauer zurückgeführt werden
konnte.
3.2.5 Die verschiedenen Phasen des Wachstums amyloider Plaques
Die Beobachtungen in dem Tg2576 Mausmodell zur Entwicklung von Plaquedichten
und der Plaquewachstumsraten in den unterschiedlichen Altersgruppen zeigten of-
fensichtlich zwei Phasen des Plaquewachstums: (1) In der jungen Gruppe (zwölf bis
14 Monate) war die Entwicklung der amyloiden Pathologie in einer dynamischen
Phase, die durch einen starken Anstieg der Plaquedichte und ein exponentielles
Wachstum der Plaques gekennzeichnet war. (2) In der alten Gruppe (18 bis 21
Monate) wurde eine Sättigungsphase erreicht, in der keine Änderung der Plaque-
dichte und eine deutliche Verminderung der Plaquewachstumsgeschwindigkeit zu
beobachten war. Obwohl dieses Modell einer logischen Argumentation folgte, fehlte
83
3. Diskussion
ein direkter Beweis, dass beide Phasen mit dieser zeitlichen Sequenz in einer Maus
existierten. Dieser Beweis konnte durch die Messung des Plaquewachstums im Lang-
zeitversuch in zwei Mäusen erbracht werden (Abb. 2.11, 2.12 und 2.14 a auf den Sei-
ten 44–47), wobei eine dieser Mäuse über einen Zeitraum von 15,5 Monaten unter-
sucht wurde. Ein Beobachtungszeitraum von 15,5 Monaten war bislang einzigartig
mit dieser Technik. In einer Studie wurden dendritische Spines über einen ähnlichen
Zeitraum von 18 Monaten mit der Methode des Ausdünnens des Schädelknochens
mikroskopiert (Yang u. a., 2009). Allerdings können mit dieser Methode maximal
drei bis fünf Zeitpunkte gemessen werden (Holtmaat u. a., 2009; Yang u. a., 2010),
womit eine komplexe Kinetik mit dem Verlauf einer Sigmoid-Funktion nicht aus-
reichend repräsentiert werden könnte. Zudem sind die Eindringtiefe und die zum
Mikroskopieren nutzbare Fläche wesentlich geringer. Somit wäre ein solcher Daten-
satz mit dieser Technik nicht zu messen.
Die Kinetik des Plaquevolumens zeigte den Verlauf einer Sigmoid-Funktion, so-
wohl für das mittlere und integrierte Volumen aller Plaques als auch für einzelne
Plaques. Eine exponentielle Phase des Wachstums war erwartungsgemäß zu Beginn
der Untersuchung zu beobachten. Darauf folgte eine Übergangsphase, die wiederum
in eine Sättigungsphase überleitete. Der gleiche Verlauf der Kinetik wurde bereits
in in vitro Studien zur Aggregation des Aβ-Petids über einen wesentlich kürzeren
Zeitraum berichtet (Findeis, 2002; Harper u. a., 1997; Jarrett u. a., 1993; Loma-
kin u. a., 1997; Nicodemi u. a., 2009). Auch die Messungen des Gesamtgehaltes des
Aβ-Peptids im Gehirn des gleichen Alzheimer-Mausmodells zu verschiedenen Zeit-
punkten zeigten den selben Verlauf einer Sigmoid-Funktion wie die Kinetik des
Plaquevolumens, was eine zusätzliche Bestätigung des Ergebnisses darstellte (Das
u. a., 2012).
Eine Einordnung der Langzeitkinetik in die Datensätze der beiden Altersgrup-
pen deutete auf eine verzögerte Entwicklung der amyloiden Pathologie hin. Diese
konnte anhand der Entwicklung der Plaquedichte nachvollzogen werden, die im Al-
ter von zwölf Monaten unter dem Durchschnitt lag und dann stark anstieg. In der
Zeitspanne von 18 bis 21 Monaten, entsprechend der älteren Gruppe, wurde im
Langzeitversuch ein weiterer Anstieg der Plaquedichte gemessen (Abb. 2.10 d auf
Seite 42). Hier befand sich das Wachstum der amyloiden Plaques immer noch in
der exponentiellen Phase, während in der alten Gruppe im gleichen Alter deutlich
niedrigere Wachstumsraten zu verzeichnen waren. Diese Befunde legten eine diffe-
renzierte Analyse der Wachstumsraten im Langzeitversuch nahe, entsprechend der
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exponentiellen Phase von zwölf bis 23,5 Monaten und der Sättigungsphase von 23,5
bis 27,5 Monaten, die korrespondierende Werte wie in der jungen und alten Gruppe
ergaben (Abb. 2.13 auf Seite 46). Dieses Ergebnis deutete auf eine Verzögerung der
Sättigungsphase im Langzeitversuch hin. Eine Bestätigung für eine große Varianz in
der Entwicklung der amyloiden Pathologie gaben die beiden anderen Beispiele der
Langzeituntersuchung von zwölf bis 18 Monaten. In einer dieser Mäuse wurde bereits
zu Beginn der Untersuchung eine sehr hohe Plaquedichte von über 100 mm-3 gemes-
sen, die bis zu 200 mm-3 anstieg, was eine sehr starke Aβ-Produktion voraussetzte
(Abb. 2.14 d auf Seite 47). Die Kinetik des Plaquevolumens zeigte einen exponentiel-
len Verlauf bis zum Alter von 18 Monaten (Abb. 2.14 b, d). Im Gegensatz dazu wies
die zweite Maus eine sehr geringe Plaquedichte von 9 mm-3 auf, die sich nur unwe-
sentlich auf 22 mm-3 erhöhte. Die daraus folgende sehr geringe Aβ-Produktion führte
zu einem früheren Erreichen der Sättigungsphase des Plaquewachstums vor einem
Alter von 18 Monaten (Abb. 2.14 a, d). Beide Beispiele belegten eine hohe Varianz
in der Entwicklung der amyloiden Pathologie. Dieser Befund wurde zusätzlich un-
terstützt, durch die Messung der Plaquedichten im Alter von zwölf Monaten in einer
sehr großen Anzahl von Mäusen (23) aus dem Therapieversuch. Deren Plaquedich-
ten variierten ebenfalls sehr stark im Bereich von 10 bis 100 mm-3 (Abb. 2.18 b auf
Seite 54). Ein weiterer nicht komplett auszuschließender Einfluss war eine mögliche
Interferenz des Farbstoffes zur Detektion amyloider Plaques mit deren Wachstums-
kinetik. Cohen u. a. (2009) zeigten eine Reduktion der Anzahl amyloider Plaques
durch die Behandlung mit Methoxy-X04 in einem Alzheimer-Mausmodell. Diesen
Mäusen wurden jedoch neun Dosen mit einer 50-fach höheren Konzentration des
Farbstoffes innerhalb von drei Wochen appliziert, sodass beide Studien nur schwer
miteinander vergleichbar waren.
Die sehr lange, nahezu ein Jahr andauernde, exponentielle Wachstumsphase im
Langzeitversuch bedingte, dass die Aβ-Produktion und folglich -Konzentration nicht
der limitierende Faktor war. Zur Anlagerung an die immer größer werdende Ober-
fläche an β-Amyloid wurden immer größere Mengen an Aβ-Peptid benötigt, um eine
konstante Wachstumsrate aufrecht zu erhalten. Interessanterweise waren die Plaque-
wachstumsraten einzelner Plaques sehr breit verteilt (zwischen 0 und 0,8µm Woche-1,
Abb. 2.10 f auf Seite 42 und Abb. 2.14 e auf Seite 47), was auf einen Einfluss loka-
ler Faktoren auf die Wachstumsraten vermuten ließ. Ein Vergleich der mittleren
Wachstumsraten von dem Tg2576 (aus dieser Studie) und APPPS1 Mausmodell
(Hefendehl u. a., 2011) zeigte nahezu identische Werte von ungefähr 0,3µm Woche-1
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während der frühen, dynamischen Phase, obwohl beide Mausmodelle starke Un-
terschiede in der Aβ-Produktion aufweisen. Dies bestätigte die Annahme, dass die
Aβ-Produktion nicht der limitierende Faktor für die Wachstumsrate in der expo-
nentiellen Phase war. Die amyloide Pathologie in APPPS1 Mäusen verläuft sehr
aggressiv, beginnt bereits ab sechs Wochen und führt nach acht Monaten zu einer
Plaque-Beladung des Gehirns von 10 % (Radde u. a., 2006, 2008). Im Gegensatz
dazu beginnt die amyloide Pathologie in Tg2576 Mäusen erst mit neun bis zehn
Monaten und schreitet wesentlich langsamer voran (Hsiao u. a., 1996). Die Messung
der gleichen mittleren Wachstumsrate in beiden Mausmodellen trotz stark unter-
schiedlicher Aβ-Produktion ließ auf eine maximale Wachstumsrate in vivo schließen.
In vitro Studien zur Aggregation des Aβ-Peptids zeigten bereits ein oberes Limit
der Wachstumsrate amyloider Fibrillen in Abhängigkeit von der Aβ-Konzentration
(Lomakin u. a., 1996; Morris u. a., 2009). Diese Befunde in Kombination konnten fol-
gendermaßen interpretiert werden: (1) Eine gemeinsame maximale Wachstumsrate
beider Mausmodelle (aus globaler Sicht) setzte voraus, dass die Aβ-Konzentration
nicht der limitierende Faktor für das Wachstum der Plaques war. (2) Die brei-
te Verteilung der Wachstumsraten einzelner Plaques bedingte, dass andere lokale
Faktoren die Wachstumsraten der Plaques beeinflussten. Neben der Sequenz des ag-
gregierenden Proteins, die in beiden Mausmodellen gleich war, haben deren Ladung
und hydrophoben Eigenschaften eine Wirkung auf die Aggregationsgeschwindig-
keit (Chiti u. a., 2006, 2003, 2000, 2002; Fernandez-Escamilla u. a., 2004). Beide
Eigenschaften werden durch äußere Faktoren bestimmt, wie z.B. pH-Wert und Io-
nenstärke des Lösungsmittels (DuBay u. a., 2004; Finder u. a., 2007; Nielsen u. a.,
2001). In Gehirnschnitten von Alzheimer-Patienten wurde ein pH-Optimum von sie-
ben für die Wachstumsrate von Plaques bei Zugabe von synthetischem Aβ-Peptid
gemessen (Esler u. a., 1996). Zudem können Aβ-Peptide mit Zellmembranen inter-
agieren, wodurch das Aggregationsverhalten ebenfalls beeinflusst wird (Terzi u. a.,
1995, 1997).
Wenn die stark unterschiedliche Aβ-Produktion im APPPS1 und Tg2576 Maus-
modells zu der gleichen mittleren Wachstumsrate der Plaques führte, stellte sich
die Frage, in welchem Parameter sich der Unterschied widerspiegelte. Eine strin-
gente Antwort lieferte ein Vergleich der Plaquedichten in beiden Mausmodellen. In
der Studie der APPPS1 Maus von Hefendehl u. a. (2011) wurde leider keine Plaque-
dichte angegeben, aber noch nicht veröffentlichte Daten aus unserem Labor ergaben
eine mittlere Plaquedichte von 631 mm-3 (sechs Mäuse im Alter von vier Monaten).
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In dem Tg2576 Mausmodell wurde eine mehr als zwanzigfach geringere Plaquedichte
von 26 mm-3 in einem vergleichbaren Stadium zwei Monate nach Beginn der amy-
loiden Pathologie gemessen (Abb. 2.10 a, d auf Seite 42). Die Plaquedichten stiegen
über den Zeitraum von sechs Monaten deutlich an. In dem Tg2576 Mausmodell
wurde jedoch mit 191 mm-3 nicht das gleiche Niveau erreicht wie in dem APPPS1
Mausmodell. Ein korrespondierender Zusammenhang wurde für die durchschnittli-
che Dauer bis zur Bildung eines Aggregationskeimes in Abhängigkeit von der Aβ-
Konzentration in mehreren in vitro Studien berichtet (Hortschansky u. a., 2005;
Pellarin u. a., 2006; Wetzel, 2006). Demzufolge steigt die Wahrscheinlichkeit zur
Bildung eines Aggregationskeimes, aus dem ein amyloider Plaque entstehen kann,
mit zunehmender Aβ-Konzentration an. Dieser Effekt war in beiden Mausmodellen
zu beobachten. Das Tg2576 Mausmodell mit der niedrigeren Aβ-Produktion wies ei-
ne deutlich niedrigere Plaquedichte auf als das APPPS1 Mausmodell mit der hohen
Aβ-Produktion. Ein Vergleich der Plaquedichten in beiden Mausmodellen stellte
somit eine weitere Bestätigung dar, dass die Plaquedichte ein guter Prädiktor für
die Aβ-Produktion war. Diese Schlussfolgerung wurde zusätzlich unterstützt durch
den Vergleich der Plaqueentstehungsraten über einen Zeitraum von zwei Monaten.
Hefendehl u. a. (2011) berichteten eine Plaqueentstehungsrate von 35 Woche-1 mm-3
für das APPPS1 Mausmodell, die zehnmal höher war wie in dem Tg2576 Mausmo-
dell (3,4 Woche-1 mm-3, Abb. 2.18 d auf Seite 54).
Die sehr lange Beobachtungsdauer von 15,5 Monaten ermöglichte die Untersu-
chung mehrerer Zusammenhänge, die ausschließlich von einer nahezu kompletten
Plaquewachstumskinetik gewonnen werden konnten. Aus statistischer Sicht sind
die Beobachtungen aus einem Individuum nicht ausreichend für einen Hypothesen-
test, aber es wurden eine große Anzahl von Plaques (90) untersucht. Mit Hinblick
auf die Einzigartigkeit dieses Datensatzes könnten die Ergebnisse zumindest eine
genauere Analyse der Zusammenhänge des Plaquewachstums in dieser einen Maus
darstellen, aber keine Allgemeingültigkeit erlangen. Eine Korrelation des Plaquera-
dius am Ende der Untersuchung mit dem Alter der Plaqueentstehung zeigte, dass
sehr große Plaques früh in der Entwicklung der amyloiden Pathologie entstanden
(Abb. 2.15 c auf Seite 49). Der Endradius der amyloiden Plaques korrelierte sehr gut
mit der jeweiligen Plaquewachstumsrate, was bei einem physiologischen Wachstum
zu erwarten wäre. Zwischen dem Abstand benachbarter Plaques und der Differenz
der Wachstumsraten konnte kein Zusammenhang ermittelt werden. Aus dieser Be-





Amyloide Plaques wuchsen sehr langsam und stetig über mehrere Monate bis über
ein Jahr in Alzheimer-Mausmodellen. Das Ergebnis von P. Yan u. a. (2009) konn-
te für präexistente Plaques bestätigt werden. Zusätzlich wurden korrespondieren-
de Resultate für das Wachstum neu entstandener Plaques ermittelt, wie praktisch
gleichzeitig von Hefendehl u. a. (2011) und Burgold u. a. (2011) publiziert wurde.
Die bereits publizierten Studien aus vier unabhängigen Laboren, aus denen ein phy-
siologisches Wachstum amyloider Plaques folgte, zeigten ein charakteristisches Bild
des Plaquewachstums (Bittner u. a., 2012; Burgold u. a., 2011; Condello u. a., 2011;
Hefendehl u. a., 2011; P. Yan u. a., 2009). Neu entstandene Plaques wiesen mit Ab-
stand die kleinste Größe auf, die deutlich geringer war im Vergleich zu präexistenten
Plaques. Sowohl neu entstandene als auch präexistente Plaques wuchsen stetig über
sehr lange Zeiträume. In dieser Entwicklung entstanden neue Plaques, wodurch die
Plaquedichte anstieg. Während der späten Phase der amyloiden Pathologie sank
das Wachstum der Plaques stark ab und es wurden keine weiteren neuen Plaques
gebildet (Bittner u. a., 2012; Burgold u. a., 2011; Christie u. a., 2001).
In dieser Studie wurde das Plaquewachstum sehr detailliert in zwei verschiedenen
Altersgruppen in einer frühen und späten Phase der amyloiden Pathologie ana-
lysiert. Zusätzliche Informationen zur Plaquewachstumskinetik wurden aus einem
Langzeitversuch gewonnen, der die Zeitspanne beider Altersgruppen überspannte.
Die quantitative Auswertung von Plaqueradien, -wachstumsraten und -dichten führte
zum in vivo Nachweis mehrerer Zusammenhänge: (1) Die Plaqueentstehungsrate in
der frühen Phase der amyloiden Pathologie korrelierte mit der Plaquedichte zu Be-
ginn der Untersuchung. Aus diesem Ergebnis ließ sich ableiten, dass Mäuse mit
einer höheren Plaquedichte mehr Aβ-Peptid produzierten, wodurch mehr Plaques
entstehen konnten. (2) Die Plaquewachstumsrate sank mit zunehmendem Alter.
Diese Beobachtung spiegelte sich auch durch eine negative Korrelation der Plaque-
wachstumsrate mit der Plaquedichte über beide Altersgruppen wider. (3) Plaques
mit einem sehr großen Endradius wurden sehr früh in der Entstehungsphase gebil-
det. (4) Die Größe eines Plaques am Ende der Untersuchung korrelierte mit dessen
Wachstumsrate. (5) In der frühen Phase der Plaqueentwicklung wuchsen die amyloi-
den Plaques mit einer maximalen mittleren Wachstumsrate. Daraus folgte, dass die
Wachstumsrate nicht durch die Aβ-Konzentration limitiert war. (6) Die Wachstums-
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CAβ > Ckritisch CAβ ≈ Ckritisch CAβ < Ckritisch
Abb. 3.1: Zusammenfassung der verschiedenen Phasen des Plaquewachstums. Die Kinetik des
Plaquevolumens folgte einer Sigmoid-Funktion und die Plaquedichte zeigte die Form einer einphasigen
exponentiellen Assoziationsfunktion. Anhand der Kinetik des Plaquevolumens konnten drei Phasen des
Plaquewachstums eingeteilt werden: (1) eine exponentielle Phase (2) eine Übergangsphase und (3)
eine Sättigungsphase. Diesen einzelnen Phasen konnten Bedingungen für die Aβ-Konzentrationen aus
der Kinetik der Plaquedichte zugeordnet werden, da für die Bildung eines Aggregationskeimes, der
zur Entstehung eines Plaques führte, eine Mindestkonzentration des Aβ-Peptids notwendig war. In
der exponentiellen Phase entstanden sehr viele neue Plaques, weshalb die Aβ-Konzentration wesent-
lich höher als die Mindestkonzentration sein musste. Während der Übergangsphase änderte sich die
Plaquedichte nur sehr wenig, d. h. die Aβ-Konzentration lag in der Nähe der Mindestkonzentration. In
der Sättigungsphase wurden keine weiteren Plaques gebildet, woraus folgte, dass die Aβ-Konzentration
niedriger als die Mindestkonzentration war.
raten individueller Plaques waren sehr breit verteilt, was unter Berücksichtigung von
Punkt (5) auf einen Einfluss lokaler Faktoren auf die Wachstumsraten schließen ließ.
Diese Schlussfolgerung wurde zusätzlich gestärkt, da kein Zusammenhang zwischen
Wachstumsraten benachbarter Plaques detektiert wurde.
In einem Langzeitversuch über 15,5 Monate konnte erstmals eine komplette Kine-
tik der Entstehung und des Wachstums amyloider Plaques beobachtet werden. Die
Kinetik des Plaquevolumens folgte einer Sigmoid-Funktion, während die Plaque-
dichte an eine einphasige exponentielle Assoziationsfunktion angepasst werden konn-
te. Anhand der Kinetik des Plaquevolumens konnten drei Phasen des Plaquewachs-
tums eingeteilt werden: (1) eine exponentielle Phase (2) eine Übergangsphase und
(3) eine Sättigungsphase (Abb. 3.1 auf dieser Seite). Korrespondierend wurden aus
der Kinetik der Plaquedichte entsprechende Bedingungen für die Aβ-Konzentra-
tionen den einzelnen Phasen zugeordnet. Dazu wurden Erkenntnisse aus in vitro
Studien angewandt, dass für die Bildung eines Aggregationskeimes zur Entstehung
eines Plaques, eine Mindestkonzentration des Aβ-Peptids notwendig war (Harper
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u. a., 1997; Jarrett u. a., 1993). In der exponentiellen Phase entstanden sehr viele
neue Plaques, weshalb die Aβ-Konzentration wesentlich höher als die Mindestkon-
zentration sein musste. In dieser Phase dominierte die Plaqueentstehung und die
Aβ-Konzentration war nicht limitierend für das Plaquewachstum. Während der
Übergangsphase änderte sich die Plaquedichte wenig, d. h. die Aβ-Konzentration
lag in der Nähe der Mindestkonzentration. In der Sättigungsphase wurden keine
weiteren Plaques gebildet, woraus folgte, dass die Aβ-Konzentration niedriger als
die Mindestkonzentration war (Abb. 3.1). Zusätzlich war diese Phase durch ein ver-
mindertes Plaquewachstum gekennzeichnet, aufgrund der immer größer werdenden
Oberfläche an dem sich die produzierte Menge an Aβ-Peptid anlagerte. Mit dem in
der Klinik häufig verwendeten bildgebenden Verfahren PET in Kombination mit der
an β-Amyloid bindenden Sonde PiB konnte in Patienten mit der familiären Form
der Alzheimerschen Erkrankung eine ähnliche, Sigmoid-förmige Kinetik gemessen
werden (Bateman u. a., 2012; Jack u. a., 2013), wie sie bereits zuvor postuliert wurde
(Jack u. a., 2010). Interessanterweise begann die Akkumulation von β-Amyloid be-
reits 20 Jahre vor dem Start klinischer Symptome. Die Kinetik konnte in dieselben
drei Abschnitte mit einer exponentiellen Phase, Übergangs- und Sättigungsphase
eingeteilt werden wie in dem Alzheimer-Mausmodell. Das Plateau der Beladung mit
β-Amyloid wurde nach dem Beginn der klinischen Symptome erreicht. Durch diese
Studie konnten inkonsistente Ergebnisse anderer PET-Studien eingeordnet werden.
So wurde in einigen Studien von einem starken Anstieg der Beladung mit β-Amyloid
berichtet (Grimmer u. a., 2010; Jack u. a., 2009; Kadir u. a., 2012; Koivunen u. a.,
2011; Rinne u. a., 2010; Sojkova u. a., 2011; Villemagne u. a., 2011), während in
anderen Studien nur von kleinen oder keinen Änderungen berichtet wurde (Engler
u. a., 2006; Jagust u. a., 2010; Kadir u. a., 2008, 2011; Scheinin u. a., 2009).
Die beschriebenen Ergebnisse zur quantitativen Auswertung von Plaqueradien, -
wachstumsraten und -dichten und die daraus entstandenen Schlussfolgerungen zeig-
ten korrespondierende Zusammenhänge zu in vitro Studien der Aggregation des
Aβ-Peptids. Diese Translation der in der Literatur beschriebenen in vitro Modelle
auf die in vivo Wachstumskinetik in einem Alzheimer-Mausmodell bildet die Grund-
lage für verlässliche präklinische Therapiestudien zur Verminderung der amyloiden
Pathologie. Die komplette Wachstumskinetik im Alzheimer-Mausmodell über na-
hezu anderthalb Jahre verlief wesentlich schneller als in Alzheimer-Patienten mit
15 bis 20 Jahren Dauer der Akkumulation von β-Amyloid (Bateman u. a., 2012;
Jack u. a., 2013). Trotz dieser Unterschiede in der Entwicklungsdauer können wich-
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tige Rückschlüsse aus präklinischen Studien in Alzheimer-Mausmodellen aufgrund
des gleichen Sigmoid-förmigen Verlaufs der Kinetik auf die Situation in Alzheimer-
Patienten übertragen werden.
3.3 Der Einfluss einer passiven Immunisierung gegen
Aβ-Oligomere auf die Wachstumskinetik amyloider Plaques
und die Synapsendichten
Die Immuntherapie ist eine vielversprechende Strategie um den Verlauf neurodege-
nerativen Erkrankungen positiv zu beeinflussen (Brody u. a., 2008). In dieser Stu-
die wurden die Effekte eines Antikörpers gegen Aβ-Oligomere auf das Wachstum
amyloider Plaques und die Synapsendichte in verschiedenen Regionen des Tg2576
Alzheimer-Mausmodell untersucht. Der verwendete Antikörper gegen Aβ-Oligomere
(A-887755) war hochspezifisch und bindet weder monomere Aβ-Peptide noch fi-
brilläre Aβ-Aggregate (Hillen u. a., 2010). Aufgrund dieser Eigenschaft werden mit
einer Immuntherapie gegen Aβ-Oligomere nur deren toxische Effekte neutralisiert,
während eine Immuntherapie gegen das Aβ-Peptid möglicherweise mit dessen phy-
siologischer Funktion interferiert (Lemere u. a., 2010). Da Aβ-Oligomere nur einen
kleinen Teil an der Gesamtmenge des Aβ-Peptids darstellen, wurde der Antikörper
gegen Aβ-Oligomere mit einem an jede Form von Aβ bindenden Antikörper (6G1)
und einem unspezifischen, nicht an Aβ bindenden Antikörper verglichen.
3.3.1 Einfluss auf die Wachstumskinetik amyloider Plaques
Ausgehend von der detaillierten Analyse der Plaquewachstumskinetik wurde der
Effekt einer Immuntherapie in der dynamischen und frühen Phase von zwölf bis
14 Monaten in vivo in dem Tg2576 Alzheimer-Mausmodell untersucht. Die Aus-
gangsbedingungen waren hinsichtlich der mittleren Plaquegröße und Plaquedichte
für alle Behandlungsgruppen gleich (Abb. 2.18 a, b auf Seite 54). Auffällig war die
breite Verteilung der Plaquedichte zwischen einzelnen Mäusen von 10 bis 100 mm-3,
die auf eine stark unterschiedliche Produktion des Aβ-Peptids schließen ließ. Die
Plaquedichte nahm in jeder Behandlungsgruppe über den Beobachtungszeitraum
von acht Wochen zu, aber die korrespondierenden Plaqueentstehungsraten unter-
schieden sich nicht. Daraus folgte, dass diese Antikörper die Bildung neuer Plaques
nicht beeinflussten. Ein Vergleich der Plaquewachstumsraten neu entstandener und
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präexistenter Plaques zeigte ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Behand-
lungsgruppen (Abb. 2.18 e, f). Zumindest für den 6G1 Antikörper, der alle For-
men des Aβ-Peptids bindet, wäre ein Effekt auf die Plaquewachstums- und/oder
Plaqueentstehungsrate zu erwarten.
In zahlreichen Studien mit verschiedenen Alzheimer-Mausmodellen wurde eine
Reduktion der Beladung des Gehirns mit amyloiden Plaques berichtet. Die Art
der Immunisierung war nicht ausschlaggebend für das Resultat in der vorliegenden
Arbeit, da sowohl für aktive Immunisierungen (Bard u. a., 2003; Das u. a., 2003,
2001; Janus u. a., 2000; Schenk u. a., 1999; Weiner u. a., 2000) als auch für pas-
sive Immunisierungen reduzierte Beladungen des Gehirns mit amyloiden Plaques
beobachtet wurden (Bard u. a., 2003, 2000; DeMattos u. a., 2001; Hartman u. a.,
2005; Pfeifer u. a., 2002; Tamura u. a., 2005). In diesen Studien wurde zur Messung
der Beladung des Gehirns mit amyloiden Plaques eine Antikörperfärbung verwen-
det, mit der jede Form des Aβ-Peptids detektiert werden konnte. Dagegen wurde
die hier in vivo gemessene Wachstumsrate nur von fibrillären Plaques bestimmt,
da sich der verwendete Fluoreszenzfarbstoff ausschließlich an Fibrillen mit einer β-
Faltblattstruktur anlagerte. Auch dieser Unterschied schien nicht entscheidend zu
sein, da in einigen publizierten Studien auch eine Reduktion fibrillärer Plaques de-
tektiert wurde (Maier u. a., 2006; Morgan u. a., 2000; Wilcock u. a., 2004a,b). Eine
mögliche Ursache für den fehlenden Effekt des 6G1 Antikörpers könnte die kurze
Dauer der Behandlung von zwei Monaten und der Startzeitpunkt zu Beginn der
dynamischen Phase der Plaqueentwicklung sein. In den meisten angeführten Stu-
dien wurde über einen langen Zeitraum von mehreren Monaten und oftmals sehr
zeitig, teilweise noch vor der Entwicklung amyloider Plaques therapiert. Letzterer
Aspekt wurde in einer weiteren Studie untersucht. Eine Reduktion der Beladung
des Gehirns mit β-Amyloid wurde lediglich bei Behandlung vor Beginn der amy-
loiden Pathologie detektiert (Levites u. a., 2006a). Dagegen war der Therapieerfolg
wesentlich geringer, wenn die Behandlung nach Entstehen der ersten Plaques be-
gonnen wurde. Weiterhin könnte die reduzierte Bildung von fibrillärem Aβ-Peptid
erst zeitverzögert nach Absinken der löslichen Aβ-Spiegel einsetzen. A. Wang u. a.
(2011) berichteten ebenfalls keine Reduktion fibrillärer Plaques nach drei Monaten
Behandlung mit dem Antikörper AB9, der eine ähnliche Charakteristik wie der 6G1
Antikörper aufweist (Levites u. a., 2006b). Dagegen wurde ein deutliches Absinken
des Gehalts löslicher Formen des Aβ-Peptids gemessen (A. Wang u. a., 2011).
Die Immuntherapie hatte weder einen Einfluss auf die Plaqueentstehungsrate
92
3.3 Therapieeffekte einer passiven Immunisierung gegen Aβ-Oligomere
noch auf die Plaquewachstumsrate. Für den Antikörper gegen Aβ-Oligomere war
nicht notwendigerweise ein Effekt zu erwarten, da diese Form des Aβ-Peptids nur
einen kleinen Anteil der Gesamtmenge darstellt. Eine starke Veränderung der Aβ-
konzentration durch Veränderung des Äquilibriums zwischen löslichen Aβ-Mono-
meren und Aβ-Oligomeren aufgrund deren Neutralisation ist sehr unwahrscheinlich.
Zudem wurde für Aβ-Oligomere ein anderer Weg der Aggregation vorgeschlagen, der
auf einer Konformationsänderung des Aβ-Peptids basiert (Barghorn u. a., 2005; Gel-
lermann u. a., 2008). Dagegen wurde die Neutralisation der toxischen Wirkung von
Aβ-Oligomeren mit diesem Antikörper bereits bewiesen (Hillen u. a., 2010; Perez-
Cruz u. a., 2011). Der unspezifische Antikörper gegen alle Formen des Aβ-Peptids
zeigte nicht einmal eine Tendenz zur Reduktion der Plaquewachstumsrate. Offen-
sichtlich wurde die Konzentration des Aβ-Peptids nicht so stark verringert, dass
eine Änderung des Plaquewachstums folgte. Aus in vitro Studien ist bekannt, dass
das Gleichgewicht bei der Aggregation des Aβ-Peptids stark in Richtung Fibrillen
verschoben ist, was eine starke Änderung der Aβ-Konzentration für eine Verschie-
bung des Gleichgewichts bedingt (Harper u. a., 1997; Jarrett u. a., 1993). Dieser
Befund korrespondiert zusätzlich mit der Schlußfolgerung aus dem Abschnitt zur
Untersuchung der Wachstumskinetik amyloider Plaques, dass die Aβ-Konzentration
nicht der limitierende Faktor in diesem Beobachtungszeitraum ist (Abschnitt 3.2.4
auf Seite 82). Aus den Ergebnissen folgt, dass eine derartige Therapie möglichst
früh in der Entwicklung der Pathologie beginnen und möglicherweise mit anderen
therapeutischen Strategien kombiniert werden sollte (Citron, 2010; Gauthier u. a.,
2012; Selkoe, 2012). Die ersten Präventionsstudien zur Reduktion der Beladung des
Gehirns mit β-Amyloid in asymptomatischen Probanden werden bereits organisiert
und wurden teilweise schon gestartet – die Ergebnisse werden für die Therapie von
Morbus Alzheimer und anderen neurodegenerativen Erkrankungen richtungswei-
send sein (Callaway, 2012; Garber, 2012; Mullard, 2012; Selkoe, 2012).
3.3.2 Etablierung der Synapsenfärbung und -auswertung
Für die Untersuchung des Effektes der Immunisierung auf Synapsen in Kombina-
tion mit amyloiden Plaques wurde eine Färbung von drei Komponenten etabliert
– glutamatergen Postsynapsen (PSD-95), Präsynapsen (Synapsin) und amyloiden
Plaques (Methoxy-X04). Zu der blauen Fluoreszenz von Methoxy-X04 wurden ein
grüner (Alexa488) und roter Farbstoff (Alexa647) für die Sekundärantikörper zur
Detektion der Synapsensubtypen ausgewählt, sodass eine perfekte Trennung der
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Fluoreszenz aller drei Komponenten gegeben war. Die Färbungen der Synapsen
zeigten wenig Überlappung des Fluoreszenzsignals, ein Indiz für die Markierung
verschiedener Synapsensubtypen. Ein weiteres Indiz für die Färbung des spezifi-
schen Kompartiments war die Assoziation der Postsynapsen (PSD-95) mit dem
dendritischen Marker MAP-2 (Abb. 2.19 auf Seite 56). Die Fluoreszenzaufnahmen
mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop in Kombination mit einem höchst-
korrigierten Objektiv waren ausreichend, um einzelne Synapsen aufzulösen. Der
mittlere Abstand benachbarter Synapsen in Schicht III des zerebralen Cortex von
Ratten wurde von Merchán-Pérez u. a. (2013) bestimmt und betrug 500 nm. Die
Kombination einer spezifischen Antikörperfärbung mit moderner Laser-Scanning-
Mikrokopie bot somit eine optimale Technik zur Unterscheidung einzelner Synapsen.
Zudem waren die Gehirnschnitte mit einer Dicke von 50µm komplett in jeder Tiefe
des Gewebes gefärbt. Eine zusätzliche Erhöhung des Signal-Rausch-Verhältnisses
wurde durch die dreidimensionale Dekonvolution der Bilder erreicht. Zur Verbes-
serung der Auflösung in z-Richtung wurden in einigen Studien Ultradünnschnitte
von 50 bis 200 nm Dicke verwendet (Koffie u. a., 2009; Micheva u. a., 2007). Diese
Technik ist sehr aufwendig und die Anzahl prozessierter Gehirnschnitte (150) und
die Untersuchung vier verschiedener Gehirnregionen wäre mit dieser Methode nicht
in absehbarer Zeit zu bewältigen.
Die automatische Auswertung mittels Software (IGOR Pro) funktionierte sehr
gut, um die punktförmigen Synapsen zu detektieren. Die starken Unterschiede in
der Helligkeit einzelner Synapsen wurden durch die Anwendung eines Laplace-
Operators innerhalb der Bildebene kompensiert im Vergleich zu einer einfachen
Schwellenwertsegmentierung (Abschnitt 4.4.4 auf Seite 124). Diese Art der Detekti-
on von Synapsen ermöglichte die quantitative Bestimmung der Synapsenanzahl in
einer Fläche. Oftmals wurde die Intensität der Fluoreszenz als korrespondierendes
Maß zur Anzahl der Synapsen verwendet, obwohl die Intensität vielmehr den Ge-
halt des Markerproteins als die reale Anzahl von Synapsen widerspiegelt. Zudem ist
eine reine Intensitätsmessung sehr anfällig für eine Vielzahl von Fehlerquellen, z.B.
unterschiedliche Qualität der Färbung verschiedener Gehirnschnitte, Messung in
unterschiedlicher Tiefe des Gewebes und fehlende Kontrolle über die absolute Anre-
gungsintensität. Für eine absolute Quantifizierung der Synapsenzahl ohne Bias wäre
die Anwendung einer stereologischen Methode notwendig (Fiala u. a., 2001; Schmitz
u. a., 2005, 2007; West, 2012). Zur stereologischen Untersuchung wird ein Mikroskop
mit spezieller Ausstattung benötigt, das zu diesem Zeitpunkt nicht verfügbar war
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(Lemmens u. a., 2010). Die wichtigste Bedingung der stereologischen Methode ist die
Untersuchung vieler systematisch randomisierter Regionen, sodass die Wahrschein-
lichkeit detektiert zu werden, für jedes Objekt gleich ist. Es wurde versucht diese
Forderung zu erfüllen, indem sehr große Flächen (75x75µm) und viele Positionen
(fünf Gehirnschnitte à drei Positionen) mikroskopiert wurden. Für eine akkurate
Bestimmung der absoluten Anzahl von Synapsen in einem Volumen müssten die
Synapsen nach der Methode des optischen Dissektors gezählt werden (Gundersen
u. a., 1988; West, 1999; Williams u. a., 1988). Diese Methodik könnte in die auto-
matische Auswertungsroutine für zukünftige Studien implementiert werden.
3.3.3 Reduktion der Dichte von Postsynapsen durch die Überproduktion des
Amyloid-Vorläuferproteins
Die Dichten der glutamatergen Postsynapsen (PSD-95) waren in der Schicht I/II
des visuellen Cortex und dem Stratum radiatum der CA1 Region des Hippocampus
aufgrund der Überexpression des Amyloid-Vorläuferproteins reduziert (Abb. 2.21 a
auf Seite 59). Im Stratum lacunosum-moleculare des Gyrus dentatus und im Stra-
tum oriens der CA1 Region des Hippocampus wurde der gleiche Trend detektiert,
der jedoch keine statistische Signifikanz erreichte. Diese Ergebnisse korrespondierten
mit Westernblot-Analysen von Zellkultur- und Gehirnhomogenaten des Proteinge-
haltes von PSD-95 in Tg2576 Mäusen (Almeida u. a., 2005; Calon u. a., 2004). In
einer Elektronenmikroskopiestudie wurde keine Reduktion der Dichte von Postsyn-
apsen mittels Immunfärbung gegen Drebrin A als Markerprotein in einem APP/PS1
Mausmodell gemessen (Mahadomrongkul u. a., 2005). Die unterschiedlichen Resul-
tate könnten durch die niedrige Individuenzahl (zwei bis vier Mäuse) und/oder die
selektive Zählung nicht aller Drebrin A-positiven Postsynapsen in der Studie von
Mahadomrongkul u. a. (2005) bedingt sein.
Für die quantitative Analyse von Postsynapsen wurde sich in den meisten Studien
auf dendritische Spines fokussiert, die durch Färbung des gesamten Dendritenbau-
mes von Neuronen markiert wurden. Im Abschnitt 2.1 auf den Seiten 28–33 wurden
mit dieser Methodik keine Unterschiede in der Spinedichte apikaler Dendriten von
Schicht II/III Neuronen und eine erhöhte Spinedichte für Schicht V Neurone unter
der Überexpression des Amyloid-Vorläuferproteins gemessen. Die Ergebnisse bei-
der Methoden waren nicht direkt vergleichbar. Die Messung der Spinedichte am
Dendritenbaum war eine spezifische Einzelzellanalyse, die sowohl von der Dendri-
tenlänge als auch der Anzahl dendritischer Spines des Neurons abhängig war. Bei
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der Färbung aller PSD-95 positiven Synapsen war die Analyse unabhängig von der
Neuronenstruktur und spiegelte die Gesamtzahl einer bestimmten Synapsenart in
einer Region wider. Mit dieser Methode konnten sehr gut generelle Effekte unter-
sucht werden.
Die passive Immunisierung mit monoklonalen Antikörpern gegen das Aβ-Peptid
(6G1) und gegen Aβ-Oligomere (A-887755) führte zu einer Erhöhung der Dichte
von Postsynapsen im visuellen Cortex, die mit einer Erhöhung der Varianz ein-
herging (Abb. 2.21 b auf Seite 59). Aufgrund der Kompensation des statistischen
Mehrfachvergleiches war der signifikante Unterschied zwischen Wildtypmäusen und
transgenen Mäusen nicht mehr vorhanden. Im Stratum radiatum der CA1 Region
des Hippocampus war kein Trend für einen therapeutischen Effekt zu erkennen. Aus
beiden Befunden in Kombination folgte: Für eine robuste statistische Auswertung
muss in zukünftigen Studien die Individuenzahl erhöht werden. Vor allem die nied-
rige Anzahl an Wildtyptieren (vier) war nicht ausreichend und sollte mindestens
auf sechs, besser acht Individuen erhöht werden. Aufgrund der regionalen Inkonsis-
tenz des Therapieeffektes sollte dieser in einer weiteren Studie überprüft werden.
Weiterhin könnte die Genauigkeit des hier etablierten Protokolls durch die rigorose
Anwendung stereologischer Methoden verbessert werden.
Die Dichte des präsynaptischen Markers Synapsin war in keiner der vier unter-
suchten Regionen durch die Überexpression des Amyloid-Vorläuferproteins verän-
dert (Abb. 2.21 d auf Seite 59). In mehreren stereologischen Studien mit dem prä-
synaptischen Marker Synaptophysin (Immunfluoreszenzfärbung) wurden korrespon-
dierende Ergebnisse im Stratum radiatum der CA1 region, dem Stratum lacunosum-
moleculare des Gyrus Dentatus und der Schicht II/III des entorhinalen Cortex be-
richtet (Dong u. a., 2007, 2009, 2008). Es wurde das gleiche Mausmodell verwendet
und im Alter von sechs bis neun und 15 bis 18 Monaten untersucht. Eine quantitative
Analyse mittels elektronenmikroskopischer Ultrastrukturanalyse zeigte reduzierte
Synapsendichten im Stratum lacunosum-moleculare des Gyrus Dentatus in beiden
Altersgruppen und in der Schicht II/III des entorhinalen Cortex in der alten Grup-
pe (Dong u. a., 2007). Eine logische Erklärung für die Diskrepanz zwischen beiden
Methoden wurde nicht diskutiert. Eine weitere Studie in einem anderen Alzheimer-
Mausmodell (APP23) stützte den Befund, dass die Dichte des präsynaptischen
Markers Synaptophysin nicht reduziert war (Boncristiano u. a., 2005). Hier wur-
de der Neocortex mittels Immunfluoreszenzfärbung gegen Synaptophysin unter An-
wendung stereologischer Methoden untersucht. Es wurden auch gegensätzliche Er-
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gebnisse berichtet. In 18 Monate alten PDAPP Mäusen waren die Synaptophysin-
positiven Synapsen im frontalen Neocortex und dem Stratum lacunosum-moleculare
des Gyrus Dentatus reduziert (Buttini u. a., 2005). Mucke u. a. (2000) entdeckten
unter Verwendung verschiedener APP überexprimierender Mauslinien eine inverse
Korrelation zwischen der Aβ-Konzentration und den Synaptophysin-positiven Syn-
apsen im Stratum lacunosum-moleculare des Gyrus Dentatus. In beiden Studien
wurden nicht die Anzahl der Synapsen bestimmt, sondern eine Auswertung der In-
tensität der Immunfluoreszenz durchgeführt, die sehr anfällig gegen verschiedene
Fehlerquellen ist (siehe Abschnitt 3.3.2 auf Seite 93). In einer weiteren Studie wurde
mit stereologischen Methoden eine Reduktion der Synaptophysin-positiven Synap-
sen in mehreren Regionen des Hippocampus gemessen (Rutten u. a., 2005). Das
Ergebnis ließ ebenfalls einen Zusammenhang mit der Aβ-Konzentration vermuten,
da nur eine zweifach transgene Mauslinie, die ein mutiertes humanes APP und ein
mutiertes PS-1 in Kombination exprimierten, eine Reduktion der Synapsendichte
aufwiesen. Dagegen reichte die Expression beider Transgene alleine nicht für eine
Reduktion der Synapsendichte aus.
Ein Vergleich der Dichten von Postsynapsen und Präsynapsen zeigte wesentlich
größere Werte für den präsynaptischen Marker (Abb. 2.21 e auf Seite 59). Dieses
Ergebnis war zu erwarten, da Synapsin ein ubiquitärer Marker von glutamatergen
und GABAergen Präsynapsen ist, während PSD-95 nur in glutamatergen Postsyn-
apsen lokalisiert ist (Bragina u. a., 2007; Micheva u. a., 2010). Zudem gab es einen
Trend einer erhöhten Dichte von Präsynapsen in der CA1 Region des Hippocampus
im Vergleich zum Cortex und dem Stratum lacunosum-moleculare des Gyrus Den-
tatus, der aufgrund der niedrigen Individuenzahl der Wildtyptiere nicht signifikant
war.
Es wurde ein differentieller Effekt der Überexpression des Amyloid-Vorläuferpro-
teins auf die Dichte von Postsynapsen und Präsynapsen gemessen. Die Dichte der
Postsynapsen war im visuellen Cortex und dem Stratum radiatum der CA1 Region
des Hippocampus reduziert, während für Präsynapsen keine Unterschiede detektiert
wurden. Für eine Bestätigung des Befundes der Postsynapsen sollten zur genaueren
Quantifizierung stereologische Methoden in Kombination mit einer höheren Indivi-
duenzahl angewendet werden. Diese Ergebnisse fügen sich in ein sehr heterogenes
Bild zur Pathologie von Synapsen in Alzheimer-Mausmodellen ein. In Kombination
mit den publizierten Befunden aus der Literatur ist ein marginaler Synapsenverlust
durch die Überexpression des Amyloid-Vorläuferproteins festzustellen, im Gegensatz
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zum robusten Synapsenverlust in Alzheimer-Patienten. Diese Tiermodelle rekapitu-
lieren vermutlich frühe Aspekte der präklinischen, pathologischen Veränderungen
während der Ätiologie der Erkrankung bei Alzheimer-Patienten (Holtzman u. a.,
2011b). Dadurch ist eine einfache Translation der Ergebnisse auf die humane Pa-
thologie sehr schwierig (Arendt, 2009).
3.3.4 Wirkung amyloider Plaques auf die Synapsendichte
Die Wirkung amyloider Plaques auf die Synapsendichte wurde in den meisten pu-
blizierten Studien mit Hilfe von Einzelzellanalysen der dendritischen Spinedichte
untersucht, wie in Abschnitt 2.1 auf den Seiten 28–33 beschrieben wurde (Liebscher
u. a., 2012). Zusätzlich wurde jeder Dendrit in eine Entfernungskategorie eingeteilt,
entweder abseits oder innerhalb einer bestimmten Entfernung (bis zu 50µm) zu ei-
nem amyloiden Plaque. Der Nachteil dieser Methode ist die fehlende genaue Quanti-
fizierung der räumlichen Beziehung von Synapsendichte und amyloiden Plaques, die
am besten mit einer Markierung aller Synapsen funktioniert. Die korrelative Ana-
lyse der Dichte von Prä- und Postsynapsen in Abhängigkeit von der Entfernung zu
amyloiden Plaques, wie sie hier vorgestellt wurde, ist neuartig.
Innerhalb amyloider Plaques wurden nahezu keine Synapsen detektiert, unab-
hängig ob prä- oder postsynaptischen Ursprungs (Abb. 2.22 a auf Seite 61). Kor-
respondierende Ergebnisse wurden für Präsynapsen in Alzheimer-Patienten und im
Alzheimer-Mausmodell berichtet (Lassmann u. a., 1993, 1992). In einem Alzheimer-
Mausmodell wurde das gleiche Resultat für Postsynapsen publiziert (Koffie u. a.,
2009). Außerhalb der Grenzen amyloider Plaques stieg die Synapsendichte stark
an und näherte sich asymptotisch einem Plateau. Der Verlauf der Synapsendich-
te in Abhängigkeit von der Entfernung zum amyloiden Plaque konnte sehr präzise
mit einer einphasigen exponentiellen Assoziationsfunktion beschrieben werden. Zum
Vergleich der Dichten von Prä- und Postsynapsen wurde die Halbwertsdistanz als
charakteristischer Parameter verwendet, bei der die Hälfte der Synapsendichte zwi-
schen Plateau und minimaler Synapsendichte innerhalb des Plaques erreicht wurde.
Interessanterweise unterschieden sich die Halbwertsdistanzen von Prä- und Post-
synapsen wesentlich, mit 5µm für Synapsin und 3µm für PSD-95 (Abb. 2.22 a).
Daraus folgte, dass die Präsynapsen sensibler auf die toxische Wirkung amyloider
Plaques reagieren. Der komplette Einflussbereich eines amyloiden Plaques, definiert
als Abstand in dem 95 % des Plateaus der Synapsendichte erreicht wurden, ver-
deutlichte den Unterschied zwischen beiden synaptischen Kompartimenten. Für die
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Präsynapsen betrug der mittlere Einflussbereich 22µm und für die Postsynapsen
12µm. Bei der Ausdehnung eines amyloiden Plaques im dreidimensionalen Raum ist
der Unterschied im Einflussvolumen bedeutend, da der Einflussbereich mit der drit-
ten Potenz eingeht. Die Halbwertsdistanzen beider synaptischer Marker korrelierten
mit dem Radius der amyloiden Plaques (Abb. 2.22 b, c auf Seite 61). Mit zunehmen-
dem Plaqueradius stiegen die Halbwertsdistanzen an und für Plaqueradien ab 10µm
schwankten die Werte um ein Plateau. Der Zusammenhang zwischen beiden Para-
metern konnte sehr gut mit einer einphasigen exponentiellen Assoziationsfunktion
beschrieben werden. Deren Plateaus lagen bei 3,8µm für PSD-95 und 6,4 für Syn-
apsin. Dieses Ergebnis erklärte die unterschiedlichen mittleren Halbwertsdistanzen
für Prä- und Postsynapsen und zeigte zusätzlich, dass es zwei unterschiedlich ho-
he maximale Einflussbereiche für die beiden synaptischen Marker gab. Durch die
gleichzeitige Färbung beider synaptischen Marker konnten die Halbwertsdistanzen
für Prä- und Postsynapsen direkt miteinander verglichen werden. Es wurde eine
positive Korrelation gemessen, d.h. je größer die Halbwertsdistanz der Präsynapsen
war, desto größer war die Halbwertsdistanz der Postsynapsen (Abb. 2.23 d auf Sei-
te 63). Zusätzlich zeigte die Lage der Punkte im Vergleich zu einer theoretischen
Geraden gleicher Werte, dass die Halbwertsdistanzen und damit der Einflussbe-
reich der amyloiden Plaques für Präsynapsen größer war als für Postsynapsen. Die
Hypothese von sensibleren Präsynapsen gegenüber der toxischen Wirkung amyloi-
der Plaques im Vergleich zu den Postsynapsen wurde durch diese Befunde weiter
gestärkt.
In einem anderen Mausmodell wurde ebenfalls die Dichte von PSD-95 positiven
Postsynapsen in Abhängigkeit zur Entfernung von amyloiden Plaques mit einem
ähnlichen experimentellen Aufbau untersucht. Koffie u. a. (2009) beschrieben einen
linearen Anstieg der Synapsendichte ausgehend vom Inneren der amyloiden Plaques.
In einer Entfernung von 11 bis 20µm war die Synapsendichte unterhalb derer aus
einer Kontrollregion des Cortex, d.h. der gemessene Einfluss amyloider Plaques war
wesentlich größer als in dieser Studie. Ein genauer Vergleich der Auswertungsme-
thodik beider Studien könnte eine mögliche Erklärung für die Diskrepanz geben.
(1) Koffie u. a. (2009) selektierten die Bildvolumina in Abhängigkeit zur Entfer-
nung des amyloiden Plaques per Hand mit einer Breite von 10µm, während in der
vorliegenden Arbeit Entfernungsklassen mit einer Breite von 5µm in der Form des
amyloiden Plaques automatisch generiert wurden. (2) Die automatische Detekti-
on der Synapsen von Koffie u. a. (2009) war eine einfache Schwellenwert-basierte
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Segmentierung, die für Signale mit einem breiten Dynamikumfang nicht optimal
geeignet ist. In Abschnitt 4.4.4 auf Seite 124 wurde die hervorragende Eignung der
Anwendung eines Laplace-Operators demonstriert, um einen kanten-schärfenden Ef-
fekt zu erzielen. Der direkte Vergleich beider Methoden zeigte diesen Unterschied
sehr deutlich (Abb. 4.6 auf Seite 126). (3) Koffie u. a. (2009) detektierten 8890 Post-
synapsen um zwölf amyloide Plaques in drei Mäusen. In dieser Studie wurden mit
der automatischen Analyse mehr als doppelt so viele Synapsen in nur einem Bild
mit einem Plaque detektiert. Insgesamt wurden die Prä- und Postsynapsen um 60
Plaques von sechs Mäusen untersucht. Die starken Unterschiede in der Methodik
und Statistik sind wahrscheinlich der Grund für die unterschiedlichen Ergebnisse
beider Studien.
Die Analyse der Synapsendichte in Relation zur Entfernung amyloider Plaques
wurde auch für die beiden mit therapeutischen Antikörpern behandelten Gruppen
durchgeführt. Es wurde kein Unterschied in der mittleren Plaquegröße zwischen
allen drei Gruppen gemessen, d.h. die untersuchten Plaquepopulationen unterschie-
den sich nicht (Abb. 2.23 a auf Seite 63). Für den Vergleich der Gruppen wurden
die zuvor beschriebenen charakteristischen Parameter der asymptotischen Regressi-
onskurven herangezogen. Die Plateaus der nichtlinearen Regressionen, die die Syn-
apsendichte abseits der amyloiden Plaques repräsentierten, waren höher für die mit
den therapeutischen Antikörpern behandelten Gruppen (6G1, A-887755) im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe (IgG2a, Abb. 2.23 b, c). Dagegen wurde kein Einfluss der
Therapie auf die Halbwertsdistanzen, die den Einflussbereich der amyloiden Plaques
auf die Synapsendichte widerspiegelten, für beide synaptischen Marker gemessen.
Das war ein zu erwartendes Ergebnis, da die Wachstumskinetik ebenfalls unbeein-
flusst von der Therapie war. Daraus konnten folgende Schlüsse gezogen werden:
(1) Der Therapieeffekt beider Antikörper bezog sich auf die Regionen abseits von
amyloiden Plaques. So wurde der Trend zu niedrigeren Synapsendichten in APP
überexprimierenden Mäusen abseits von amyloiden Plaques bestätigt und verifi-
ziert. Statistische Signifikanz wurde durch den Vergleich der charakteristischen Pa-
rameter von den asymptotischen Regressionskurven erreicht. Aufgrund der vorgege-
benen Form der Funktion konnten kleinere Unterschiede mit statistischer Relevanz
gemessen werden. (2) Die Behandlung mit dem Antikörper gegen Aβ-Oligomere war
ausreichend für einen therapeutischen Effekt. Dies war ein indirekter Beweis, dass
Aβ-Oligomere ursächlich für die niedrigeren Synapsendichten waren. Als Kontroll-
versuch wurde zusätzlich die gleiche Analyse im zerebralen Cortex von Wildtyptie-
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ren mit Pseudoplaques (von Bildern aus transgenen Mäusen) durchgeführt, um die
Plateaus der Synapsendichten in Kontrolltieren zu bestimmen (Abb. 2.23 auf Sei-
te 63). Erwartungsgemäß war in den Wildtyptieren kein Abfall der Synapsendichten
zu messen. Für beide synaptischen Marker zeichnete sich das gleiche Bild ab: die
Plateaus der Wildtyptiere waren am höchsten, die Plateaus der mit Kontrollan-
tikörper behandelten Gruppe am niedrigsten und die Plateaus der mit therapeuti-
schen Antikörpern behandelten Gruppen befanden sich in der Mitte. Daraus folgte,
dass neben den Postsynapsen auch für die Präsynapsen ein pathologischer Befund
in Form einer niedrigeren Synapsendichte vorlag. Dieser Trend war bei der Messung
der Synapsendichte abseits von amyloiden Plaques erkennbar, aber statistisch nicht
signifikant (Vergleich Abb. 2.21 d auf Seite 59 mit Abb. 2.23 c auf Seite 63).
In diesem Abschnitt wurde die Wirkung amyloider Plaques auf die Dichte von
Synapsen detailliert untersucht. Innerhalb von amyloiden Plaques wurden nahezu
keine Synapsen detektiert. Mit zunehmender Entfernung stieg die Synapsendichte
in Form einer asymptotischen Funktion an. Präsynapsen waren wesentlich empfind-
licher als Postsynapsen gegenüber der toxischen Wirkung amyloider Plaques, was
sich in einem größeren Einflussbereich mit niedrigerer Synapsendichte widerspiegel-
te. Mit der Bestimmung der Plateaus aus den asymptotischen Regressionskurven,
die die Synapsendichten abseits von amyloiden Plaques repräsentierten, wurde eine
höhere Sensitivität zur Messung von Unterschieden erreicht. Daraus folgend wurden
für Prä- und Postsynapsen niedrigere Synapsendichten in AD-transgenen Mäusen
gemessen. Dieser pathologische Befund konnte mittels Immuntherapie teilweise auf-
gehoben werden. Es reichte eine Neutralisierung der Aβ-Oligomere für einen Thera-
pieerfolg aus, weshalb Aβ-Oligomere ursächlich für diese Synapsenpathologie waren.
3.3.5 Lokalisation verschiedener Aβ-Aggregate in vivo
Eine weitere Anwendung der therapeutischen Antikörper war, die Lokalisierung von
Aβ-Oligomeren und anderen Aβ-Aggregaten im Gehirn lebender AD-transgener
Mäuse mittels Intravitalmikroskopie zu untersuchen. Die Applikation im lebenden
Gewebe hatte den Vorteil, dass die Moleküle in ihrer natürlichen Umgebung ohne
chemische Modifizierung durch Fixierung detektiert wurden. Durch eine sequentielle
in vivo Färbestrategie wurde sichergestellt, dass kein Signal des blauen Fluoreszenz-
farbstoffes für amyloide Plaques (Methoxy-X04) in dem Detektionskanal der rot-
markierten Antikörper (Alexa594) gemessen wurde (sogenanntes
”
Durchbluten“).
Dabei wurde zuerst die Färbung des Antikörpers aufgenommen. Anschließend wur-
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de das fibrilläre Aβ-Peptid amyloider Plaques gefärbt und die gleichen Positionen
im Gehirn erneut mikroskopiert. Der pan-Aβ Antikörper 6G1 zeigte eine komplet-
te Kolokalisation mit der Färbung amyloider Plaques durch Methoxy-X04. An den
meisten Plaques wurde eine Korona um den amyloiden Kern gefärbt, der aus nicht-
fibrillären und wahrscheinlich löslichen Aβ-Peptiden und/oder Aβ-Aggregaten be-
stand. Zudem wurden Akkumulationen ohne amyloiden Kern beobachtet, sogenann-
te diffuse Plaques. Der 6G1 Antikörper zeigte ex vivo das gleiche Färbungsmuster
wie der 6E10 Antikörper, der in der humanen Diagnostik verwendet wird (Hillen
u. a., 2010). Zudem wurde mit einem weiteren sehr ähnlichen Antikörper (10D5)
die gleichen Strukturen in vivo angefärbt (Bacskai u. a., 2001). Der Aβ-Oligomer-
spezifische Antikörper und der Kontrollantikörper, der nicht an Aβ-Peptide bindet,
akkumulierten ausschließlich im amyloiden Kern von Plaques ohne Bildung einer
Korona. Aufgrund des Signals durch den Kontrollantikörper musste von einer un-
spezifischen Bindung beider Antikörper ausgegangen werden, vermutlich durch hy-
drophobe Wechselwirkungen an der großen Oberfläche des β-Amyloid und dessen
amorpher Struktur (Cruz u. a., 1997). Die Bindung des Aβ-Oligomer-spezifischen
Antikörpers an amyloide Plaques wurde nicht in fixierten Gehirnschnitten beobach-
tet, was auf unterschiedliche Bindungseigenschaften von lebendem und fixiertem
Gewebe schließen ließ (Hillen u. a., 2010). Das Signal des Aβ-Oligomer-spezifischen
Antikörpers war größer als das Signal des Kontrollantikörper, aber eine vergleich-
bare, quantitative Intensitätsmessung der Fluoreszenz war nicht möglich, sodass
dies keinen Nachweis einer spezifischen Akkumulation von Aβ-Oligomeren darstell-
te. Diese Beobachtung war nicht in Übereinstimmung mit einer Studie von Koffie
u. a. (2009), in der eine Lokalisation von Aβ-Oligomeren im amyloiden Kern mit
einer Korona berichtet wurde. Koffie u. a. (2009) verwendeten einen Antikörper
zur Detektion von Aβ-Oligomeren, der auch monomeres und fibrilläres Aβ-Peptid
detektierte (E. B. Lee u. a., 2006). Weiterhin wurde kein Vergleich mit einem Kon-
trollantikörper zum Ausschluss unspezifischer Wechselwirkungen durchgeführt. Mit
der verwendeten in vivo Antikörperfärbung ließen sich nur Akkumulationen von
Molekülen nachweisen, da immer ein Hintergrundsignal des Färbeantikörpers vor-
handen war, der durch das Neuropil diffundierte. Aufgrund des relativ niedrigen Mo-
lekulargewichtes stellten Aβ-Oligomere lösliche Aggregate dar, die ebenfalls durch
das Neuropil diffundieren könnten. Demzufolge war das vorgestellte Ergebnis keine
unerwartete Konsequenz.
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3.3.6 Zusammenfassung
In dieser Studie wurde eine passive Immunisierung mit einem Aβ-Oligomer-spezi-
fischen Antikörper (A-887755) im Vergleich zu einem an jede Form des Aβ-Peptids
bindenden Antikörper (6G1) hinsichtlich zweier Aspekte untersucht: (1) den Ein-
fluss auf die Wachstumskinetik amyloider Plaques und (2) den Einfluss auf die
synaptische Pathologie, die zusätzlich retrospektiv post mortem analysiert wurde.
Eine dritte Anwendung dieser Antikörper war die Lokalisation von Aβ-Oligomeren
im lebenden Gehirn AD-transgener Mäuse.
Ein sicherer Nachweis durch die direkte in vivo Visualisierung von Aβ-Oligomeren
konnte nicht erbracht werden. Der an jede Form von Aβ-Peptiden bindende An-
tikörper 6G1 zeigte eine komplette Kolokalisation mit dem amyloiden Kern von
Plaques, sowie eine Korona aus löslichen Monomeren und Aggregaten des Aβ-
Peptids. Zusätzlich wurden mit diesem Antikörper diffuse Plaques detektiert, die
kein fibrilläres Aβ-Peptid enthielten.
Die Entstehungs- und Wachstumskinetik wurde nicht moduliert durch die The-
rapie beider Antikörper bei einer Applikationsdauer von acht Wochen in der dyna-
mischen Phase der amyloiden Pathologie.
Zur retrospektiven Untersuchung der synaptischen Pathologie wurde eine dreifa-
che histochemische Fluoreszenzfärbung für Prä- und Postsynapse (synaptische Mar-
ker: Synapsin und PSD-95), sowie für amyloide Plaques (Methoxy-X04) etabliert.
Zusätzlich wurde ein automatischer und sehr robuster Algorithmus zur Synapsende-
tektion in optischen Schnittbildern adaptiert. Für eine Analyse der Synapsendichte
in Abhängkeit von der Entfernung zu amyloiden Plaques wurde dieser Algorith-
mus ebenfalls in eine entsprechende automatische Auswerteroutine implementiert.
Auf das etablierte Protokoll können in zukünftigen Studien stereologische Metho-
den angewendet werden, um die Genauigkeit der Messungen zu verbessern bzw. die
Bestimmung einer absoluten Synapsenzahl in einer Gehirnregion zu ermöglichen.
Innerhalb amyloider Plaques wurden sehr niedrige Synapsendichten (nahe Null)
gemessen, die mit zunehmender Entfernung zum Plaque asymptotisch zu einem
Plateau anstiegen. Zum ersten Mal wurde gezeigt, dass der Einflussbereich der to-
xischen Wirkung amyloider Plaques für Präsynapsen wesentlich größer war als für
Postsynapsen. Daraus folgt eine höhere Sensibilität von Präsynapsen gegenüber
der toxischen Wirkung amyloider Plaques. Die Dichten von Präsynapsen und Post-
synapsen im zerebralen Cortex waren abseits amyloider Plaques niedriger in AD-
transgenen Mäusen im Vergleich zu Wildtyptieren, wie durch den Vergleich der
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Plateaus gemessen wurde. Beide therapeutischen Antikörper zeigten eine partiel-
le Normalisierung der Synapsendichte. Folglich waren die Aβ-Oligomere ursächlich
für die Synapsenpathologie, da eine Neutralisierung dieser molekularen Untergruppe
der Aβ-Aggregate für einen Therapieeffekt ausreichte. Die gemessenen Therapieef-
fekte waren sehr niedrig, sodass eine weitere Verifizierung der Ergebnisse sinvoll
wäre. Zudem waren die Unterschiede der Synapsendichten zwischen AD-transgenen
Mäusen und Wildtyptieren sehr gering im Vergleich zu den berichteten Synapsenver-
lusten von 25 % bis 55 % für Alzheimer-Patienten (Arendt, 2009). Dies bestätigte die
Annahme, dass diese Tiermodelle vermutlich frühe Aspekte der präklinischen, pa-
thologischen Veränderungen während der Ätiologie der Erkrankung bei Alzheimer-
Patienten rekapitulieren (Holtzman u. a., 2011b). Dadurch ist eine Translation der




4. Material und Methoden
4.1 Transgene Mäuse und deren Genotypisierung
4.1.1 Isolierung von DNA aus Mausschwanzbiopsien
Die Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien für die Genotypisierun-
gen erfolgte mit dem pegGold Tissue DNA Mini Kit (Peqlab) in 96-well Platten
entsprechend dem Herstellerprotokoll. Die Biopsien wurden über Nacht in 400µl
Lyse-Puffer mit ProteinaseK und RNase bei 50◦ C inkubiert. Nach Zentrifugation für
eine Minute bei 10.000 U/min (Eppendorf Zentrifuge 5804) wurden zum Überstand
400µl DNA-Bindepuffer pipettiert, die Säulen (PerfectBind DNA Column) beladen
und erneut zentrifugiert (eine Minute, 10.000 U/min). Die Elution der genomischen
DNA mit 200µl Elutionspuffer (drei Minuten Inkubation und eine Minute Zentri-
fugation bei 6.000 U/min) erfolgte nach zweimaligem Waschen (Waschpuffer, eine
Minute Zentrifugation bei 10.000 U/min). Die isolierte Mausschwanz-DNA wurde
bei 4◦ C gelagert.
4.1.2 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR
Für die Genotypisierung der verschiedenen Mauslinien wurden entsprechende DNA-
Sequenzen mittels PCR (polymerase chain reaction) amplifiziert, mit denen eine
eindeutige Unterscheidung der verschiedenen Genotypen möglich war. In den ein-
zelnen Abschnitten zu den verschiedenen Mauslinien sind die einzelnen Primer mit
den PCR-Ansätzen und dem PCR Programm aufgeführt. Die PCRs wurden mit
Thermocyclern der Firma Eppendorf (Mastercycler pro) durchgeführt.
4.1.3 YFP-H
Diese transgene Mauslinie wurde von Jackson Laboratory bezogen und auf dem
genetischen Hintergrund C57BL/6J wie in der Originalpublikation gezüchtet. Der
vollständige Name lautet B6.Cf-Tg(Thy1-YFPH)2Jrs/J. In dieser Mauslinie wird
das gelb-fluoreszierende Protein YFP (yellow fluorescent protein) unter dem neuro-
nenspezifischen Thy1-Promotor exprimiert, was zu einer spärlichen Fluoreszenzmar-
kierung hippocampaler und kortikaler Neurone führt (Feng u. a., 2000). Im Cortex
exprimieren ausschließlich Schicht II/III und V pyramidale Neurone, sodass de-
ren apikale Dendriten inklusive dendritischer Spines sehr gut mikroskopiert werden
können (Holtmaat u. a., 2009; Yang u. a., 2010). Diese Mäuse wurden zur Verkreu-
zung mit der Mauslinie Tg2576 verwendet.
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Tabelle 4.1: Primer, PCR-Ansatz und -Programm für die Thy-1-YFP Genotypisie-
rung
Name Sequenz 5’→ 3’ THybridisierung [◦ C]
IMR 7303 TCT GAG TGG CAA AGG ACC TTA GG 62,4
IMR 9296 CGC TGA ACT TGT GGC CGT TTA CG 64,2
IMR 8744 CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG 55,3
IMR 8745 GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT 57,3
Volumen [µl] Produkt Konzentration [µM]
10 HotMasterMix
1 IMR 7303 10
1 IMR 9296 10
0,7 IMR 8744 10
0,7 IMR 8745 10
1 Mausschwanz-DNA
10,6 H2O
Schritt Temperatur [◦ C] Zeit [s] Wiederholungen
Denaturierung 94 180 1 x
Denaturierung 94 30
Hybridisierung 61 60 35 x
Verlängerung 72 45
Verlängerung 72 60 1 x
Ende 10 - 1 x
4.1.4 Tg2576
Die transgene Mauslinie Tg2576 wurde ursprünglich im Labor von Karen Hsiao ge-
neriert und exprimiert ein humanes Amyloid-Vorläuferprotein mit der schwedischen
Mutation (APPswe, APP swedish) unter einem Hamster Prion-Protein-Promotor
(Hsiao u. a., 1996). Für eine eigene Zucht am Institut wurden zwei Zuchtpaare
freundlicherweise von der Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG zur
Verfügung gestellt. Die Mäuse wurden heterozygot auf einem gemischten Hinter-
grund gezüchtet, der nicht genauer bekannt war. Für die Intravitaluntersuchung
dendritischer Spines wurden die Tg2576 Mauslinie mit der YFP-H Mauslinie ver-
kreuzt, deren Tochtergeneration (Männchen und Weibchen) für diese Experimente
benutzt wurden. Als Kontrollen dienten Tiere, die nur für YFP positiv waren und
ebenfalls aus der Tochtergeneration stammten. Für den Therapieversuch wurden
ausschließlich weibliche Tiere verwendet, die alle am gleichen Tag geboren wurden.
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Diese Tiere wurden uns freundlicherweise von der Abbott Deutschland GmbH &
Co. KG (AG Neuroanatomy) zur Verfügung gestellt und ursprünglich von Taconic
Farms Inc. bezogen (vollständiger Name B6;SJL-Tg(APPSWE)2576Kha).
Tabelle 4.2: Primer, PCR-Ansatz und -Programm für die Tg2576 Genotypisierung
Name Sequenz 5’→ 3’ THybridisierung [◦ C]
IMR 3610 AGG ACT GAC CAC TCG ACC AG 61,4
IMR 3611 CGG GGG TCT AGT TCT GCA T 58,8
IMR 8744 CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG 55,3
IMR 8745 GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT 57,3
Volumen [µl] Produkt Konzentration [µM]
10 HotMasterMix
1 IMR 3610 20
1 IMR 3611 20
0,7 IMR 8744 20
0,7 IMR 8745 20
2 Mausschwanz-DNA
9,6 H2O
Schritt Temperatur [◦ C] Zeit [s] Wiederholungen
Denaturierung 94 180 1 x
Denaturierung 94 30
Hybridisierung 52 60 35 x
Verlängerung 72 60
Verlängerung 72 120 1 x
Ende 10 - 1 x
4.1.5 CX3CR1-GFP
Diese Knock-In-Mauslinie wurde uns freundlicher von Prof. Dr. Fritjof Helmchen
(ETH Zürich) zur Verfügung gestellt. Durch den Knock-In wurde ein Allel des Frak-
talkinrezeptors CX3CR1 durch das Gen des grün fluoreszierenden Proteins GFP er-
setzt (S. Jung u. a., 2000). Der Fraktalkinrezeptor wird im Gehirn ausschließlich von
Mikroglia exprimiert, sodass eine spezifische fluoreszente Markierung des Zelltyps
bewirkt wurde. Für die Experimente wurden heterozygote Mäuse verwendet, um die
physiologische Funktion des Rezeptors durch Expression eines Allels zu erhalten.
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Tabelle 4.3: Primer, PCR-Ansatz und -Programm für die CX3CR1-GFP Genotypi-
sierung
Name Sequenz 5’→ 3’ THybridisierung [◦ C]
IMR 3945 TTC ACG TTC GGT CTG GTG GG 61,4
IMR 3946 GGT TCC TAG TGG AGC TAG GG 61,4
IMR 3947 GAT CAC TCT CGG CAT GGA CG 61,4
Volumen [µl] Produkt Konzentration [µM]
10 HotMasterMix
1 IMR 3945 10
1 IMR 3946 10
1 IMR 3947 10
1 Mausschwanz-DNA
11 H2O
Schritt Temperatur [◦ C] Zeit [s] Wiederholungen
Denaturierung 95 900 1 x
Denaturierung 95 30
Hybridisierung 60 30 35 x
Verlängerung 68 120
Verlängerung 68 600 1 x
Ende 4 - 1 x
4.1.6 Auftrennung der DNS-Fragmente mittels Gelelektrophorese
Die Amplifikate aus der PCR wurden auf Sybr-Gold-Agarosegelen (YFP-H, Tg2576
1 %iges und CX3CR1-GFP 1,5 %iges Agarosegel) elektrophoretisch aufgetrennt (Gel-
kammer von C.B.S. Scientific). Das Muster der Banden von den einzelnen Pro-
ben wurden mit einem Kamerasystem (Canon Powershot G1, Software: Remote-
Capture) auf einem UV-Tisch (3UV Transilluminator, UVP) dokumentiert. Das
Bandenmuster für die verschiedenen Genotypen der Mauslinien wurden in Abbil-
dung 4.1 auf der nächsten Seite exemplarisch dargestellt. Bei den Genotypisierungen
der Mauslinien YFP-H und Tg2576 wurde eine interne Kontrolle mitgeführt (Inter-
leukin bei 200 bp), die immer sichtbar sein musste, ansonsten hatte die PCR oder
die DNA-Aufreinigung nicht funktioniert. Die jeweilige Bande des Transgens bei
300 bp (YFP-H) oder 377 bp (Tg2576) ermöglichten die Unterscheidung zwischen
Wildtyptieren (ohne Bande) und transgenen Tieren (Abb. 4.1 a, b). In der Mausli-
nie CX3CR1-GFP konnten drei Genotypen unterschieden werden. Eine Bande bei
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970 bp indizierte Wildtyptiere, die zwei Allele des CX3CR1-Gens besaßen. Wenn
zwei Banden, bei 970 bp und 1100 bp erschienen, war ein Allel des CX3CR1-Gens
durch das Gen von GFP ausgetauscht. Wenn nur eine Bande mit 1100 bp generiert
wurde, waren zwei Allele des GFPs vorhanden und das CX3CR1-Gen war komplett






















Abb. 4.1: Darstellung der Bandenmuster zur Genotypisierung der Mauslinien. Die interne Kon-
trolle Interleukin (200 bp) indizierte, ob die PCR und die DNA-Aufreinigung funktioniert hatte (a und
b). Die jeweilige Bande des Transgens bei 300 bp (YFP-H, a) oder 377 bp (Tg2576, b) ermöglichten
die Unterscheidung zwischen Wildtyptieren (ohne Bande) und transgenen Tieren. In der Mauslinie
CX3CR1-GFP konnten drei Genotypen unterschieden werden (c). Eine Bande bei 970 bp indizierte
Wildtyptiere, die zwei Allele des CX3CR1-Gens besaßen. Wenn zwei Banden, bei 970 bp und 1100 bp
erschienen, war ein Allel des CX3CR1-Gens durch das Gen von GFP ausgetauscht. Wenn nur eine
Bande mit 1100 bp generiert wurde, waren zwei Allele des GFPs vorhanden und das CX3CR1-Gen war
komplett verloren.
4.1.7 Maushaltung
Alle Mäuse wurden in Standard-IVC-Käfigen (individual ventilated cage) spezifi-
ziert pathogen-frei (SPF) in Gruppen bis zu sechs Tieren, nach Geschlecht getrennt
und mit einem zwölf Stunden Tag/Nacht-Rhythmus gehalten. Die Tiere hatten ad
libitum Zugang zu Futter (Sniff) und Wasser (autoklaviert). Mit einem Alter von
drei Wochen wurden Jungtiere abgesetzt, mit einer Ohrmarkierung versehen und
für die Genotypisierung wurde eine Schwanzbiopsie entnommen. Die Zucht und die
Haltung der Mäuse bis zum Experiment erfolgten in einer zentralen Tierhaltung.
Der Gesundheitszustand der Mäuse wurde jeden Tag durch Sichtkontrolle geprüft.
Mindestens einen Tag vor der Implantation eines kranialen Fensters wurden Mäuse
für das Experiment in eine externe, kleinere Tierhaltung überführt. Spätestens nach
der Operation wurden alle Tiere einzeln in einem Käfig gehalten.
Für den Umgang mit Tieren galt der Grundsatz, möglichst stressfrei mit den Tie-
ren umzugehen und die Schmerzbelastung auf ein Minimum zu reduzieren. Es wurde
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entsprechend den Richtlinien des Instituts
”
Zentrum für Neuropathologie“ der LMU
München und der Regierung von Oberbayern (Sachgebiet 54 - Tierschutz) gearbei-
tet. Alle in dieser Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden durch den Antrag zu
dem Tierversuchsvorhaben Az. 55.2-1-54-2531-110-06 geprüft und genehmigt.
4.2 Intravitalmikroskopie
4.2.1 Implantation eines kranialen Fensters
Die Implantation des kranialen Fensters mit Öffnung der Schädeldecke (open skull
Methode) entsprach dem im Labor etablierten Protokoll von Martin Fuhrmann
(Fuhrmann u. a., 2007). Vor der Operation wurden die runden Deckgläser (Durch-
messer 5 mm, Menzel) mit Ethanol gesäubert und zusammen mit dem Operations-
besteck (Fine Science Tools, FST) sterilisiert (Hot Bead Sterilizer, FST). Die Maus
wurde gewogen und durch eine intraperitoneale Injektion mit einem Ketamin/Xy-
lazin-Gemisch (0,14 mg/g Ketamin, WDT; 0,01 mg/g Xylazin, Bayer health Care)
anästhesiert. Die Tiefe der Narkose wurde durch Kneifen in den Fuß des Hinter-
laufes der Maus (Zwischenzehenreflex) überprüft. Zur Unterstützung der Narkose
wurde in manchen Fällen eine Isofluran-Inhalationsanästhesie (Abbott; Isofluranver-
dampfer: Trajan808, Dräger) eingesetzt. Während der Operation wurde die Maus
durch ein Heizkissen (FST) gewärmt. Zum Schutz der Augen vor Austrocknung
wurde Bepanthen aufgetragen. Der Kopf der Maus wurde in einem selbstgebau-
ten Stereotakten fixiert und mit 70 %-igem Ethanol gewaschen. Unter einem Ste-
reomikroskop (Olympus SZ51 mit Kaltlichtschwanenhalslampe KL1500LED) wur-
de die Kopfhaut mit Schere und Pinzette großflächig über der Schädeldecke ent-
fernt, ohne dabei Muskelgewebe zu verletzten. Lose Haare wurden entfernt und der
Schädelknochen mit Pinzette und Skalpell gesäubert. Zusätzlich wurde mit dem
Skalpell die Schädeloberfläche aufgeraut und mit einer Schicht Dentalkleber (Cya-
no Veneer, Hager Werken) überzogen. Die Stelle für das kraniale Fenster wurde
ausgespart. Über dem somatosensorischen Cortex wurde mit einem Dentalbohrer
(Schick C1-Master, Weithas; mit rundem Stahlbohrer, Komet) kreisrund mit ei-
nem Durchmesser von 5 mm die Kraniotomie angedeutet und der Schädelknochen
durch vorsichtiges Bohren soweit ausgedünnt, dass sich eine Bruchlinie deutlich
über dem gesamten Kreis abzeichnete. Knochenspäne wurden regelmäßig entfernt
und Blut mit sterilen Wattestäbchen (Böttger) aufgesogen, um freie Sicht auf den
Schädelknochen während des Bohrens zu haben. Über der Kraniotomie wurde ein
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Tropfen steriles PBS gesetzt und das kreisrunde Stück Schädelknochen sehr vorsich-
tig mit einer Pinzette abgehoben. Das freigelegte Areal wurde gesäubert und mit
sterilem PBS gespült, wobei darauf geachtet wurde, dass die Gehirnoberfläche im-
mer befeuchtet war. Stärkere Blutungen am Rand des Fenster wurden mithilfe von
hämostatischem Schwamm-Material (Gelfoam, Pfizer) gestillt. Ein Deckglas wurde
mit einem Tropfen sterilem PBS versehen, einfassend auf der Öffnug platziert und
überflüssiges PBS unter dem Fenster mit sterilen Watteschwämmchen (Sugi, Ket-
tenbach) abgesaugt. Mit frisch angefertigtem Dentalzement (Cyano Veneer, Hager
Werken) wurde das Fenster an einigen Punkten fixiert, bevor die gesamte freige-
legte Schädeldecke mit dem Zement eingekleidet wurde. Zur späteren Fixierung
der Maus unter dem Mikroskop wurde ein spezial-angefertigtes Metallplättchen mit
Gewinde und Schraube parallel zur Oberfäche des Fensters ausgerichtet und in den
Zement eingearbeitet. Nach der Operation wurden Carprophen (7,5µg/g, Pfizer)
und Cefotaxim (0,25 mg/g, Pharmore) zur analgetischen bzw. antibiotischen Be-
handlung subkutan verabreicht. Es wurde versucht, die Operation innerhalb einer
Stunde durchzuführen. Bis zur vollständigen Erholung von Operation und Narkose,
typischerweise ein bis zwei Stunden, wurden die Mäuse weiter gewärmt. Um die
Kraniotomie abheilen zu lassen, wurde bis zum ersten Mikroskopie-Zeitpunkt drei
bis vier Wochen gewartet.
4.2.2 Zwei-Photonen-Mikroskopie
Die Experimente zur Untersuchung dendritischer Spines in vivo inklusive der in-
itialen Messung der Wachstumskinetik amyloider Plaques wurden an einem auf-
rechten Mikroskop mit einem Axioskop 2Fs mot Stativ in Verbindung mit einem
LSM510Meta/NLO Setup (Zeiss) durchgeführt. Als Lichtquelle diente ein spektral
abstimmbarer Ti:Sa-Laser (710-920 nm, MaiTai XF-W1S, Spectra-Physics). Weiter-
hin war das Mikroskop mit einem motorisierten x-y-Tisch (380 FM, Luigs und Neu-
mann), Standard Photomultipliern (Hamamatsu) und einem W Plan-Apochromat
20x/1,0 DIC Objektiv (Zeiss) ausgestattet. Das Mikroskop wurde mit der dazu-
gehörigen Software Zeiss AIM Version 4.2 gesteuert. Die Fluoreszenzanregung von
YFP (Dendriten mit Spines) und Methoxy-X04 (amyloide Plaques) erfolgte mit
880 nm bzw. 750 nm. Die emittierte Fluoreszenz wurde durch den Hauptfarbteiler
(dichroitischer Spiegel, Kurzpass 650, Zeiss) von dem Anregungslicht getrennt und
durch einen Nebenfarbteiler (Langpass FT506hq, AHF Analysentechnik) auf die
beiden Detektoren verteilt. Die emittierte Fluoreszenz von YFP und Methoxy-X04
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wurde mit den Bandpässen 555/55 nm (YFP, AHF) und 480/40 nm (Methoxy-X04,
AHF) vor den Detektoren gemessen.
Alle weiteren Experimente zur Untersuchung der Plaquewachstumskinetik, inklu-
sive dem Therapieversuch und der Lokalisation verschiedener Aβ-Aggregate in vivo
wurden an einem LSM 7 MP in Kombination mit einem Axio Examiner.Z1 Stativ
(Zeiss) durchgeführt. Dieses Stativ verfügte über einen in die Mikroskopsoftware
(Zen2009/Zen2010 64bit, Zeiss) integrierten und motorisierten x-y-Tisch, wodurch
die
”
TileScan“-Funktion benutzt werden konnte. Diese Funktion ermöglichte das
automatische Zusammensetzen von mehreren 3D-Bildstapeln zu einem großen ge-
samten Volumen. Als Lichtquelle diente ein Ti:Sa-Laser MaiTai DeepSee (Spectra-
Physics). Für die verwendeten Wellenlängen wurde die optimale Einstellung der
DeepSee-Einheit zur Kompensation der Phasenverschiebung aufgrund der Disper-
sion des Lichtes anhand des Fluoreszenzsignales ermittelt. Diese Einstellung wurde
innerhalb eines Experimentes konstant gehalten. Weiterhin war das Mikroskop mit
einem W Plan-Apochromat 20x/1,0 DIC Objektiv (Zeiss) ausgestattet. Die emit-
tierte Fluoreszenz wurde durch einen Hauptfarbteiler (dichroitischer Spiegel Kurz-
pass 690, Zeiss) vom Anregungslicht getrennt. Im Detektionsstrahlengang blockte
ein Sperrfilter das Anregungslicht ab (Kurzpassfilter 690, Zeiss). Die beiden Farb-
stoffe Methoxy-X04 zur Untersuchung der Plaquewachstumskinetik und Antikörper-
gekoppeltes Alex594 zur Untersuchung der Lokalisation verschiedener Aβ-Aggregate
in vivo wurden jeweils mit 750 nm angeregt. Die emittierten Fluoreszenzen wurden
durch die Kombinationen von einem Kurzpass 500 (Zeiss) mit einem Bandpass
460/80 (Methoxy-X04, AHF) oder einem Langpass 585 (AHF) mit einem Bandpass
617/73 (Alexa594, AHF) spektral getrennt und mittels Photomultipliern detektiert.
Für die Intravitaluntersuchungen mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie wurden die
Mäuse mit Isofluran (Abbott; Isofluranverdampfer: Trajan808, Dräger) anästhesiert
und mithilfe des Plättchens mit Gewinde in einer spezial-angefertigten Maushalte-
rung fixiert (Abb. 4.2 a-c auf der nächsten Seite). Zum Schutz vor Austrocknung
wurden die Augen mit Bepanthen (Bayer) bedeckt. Das kraniale Fenster wurde mit
einem Skalpell sorgfältig gereinigt und die Halterung mit Maus unter dem Mikroskop
positioniert (Abb. 4.2 d). Im Epifluoreszenzmodus des Mikroskops sind die ober-
flächlichen Blutgefäße sehr gut zu erkennen und deren einzigartiges Muster diente
zum Wiederauffinden der Position innerhalb des Fensters. Das Blutgefäßmuster wur-
de mit einer digitalen Kleinbildkamera über einen Kamerazugang am Mikroskopsta-
tiv fotografiert (Abb. 4.2 e). Zum genauen Positionieren wurden jeweils die spezifi-
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Abb. 4.2: Darstellung der Positionierung zum wiederholten Mikroskopieren einer Gehirnregion
in einer lebenden Maus. Die Mäuse wurden mit Isofluran anästhesiert und mit dem Plättchen an
einem spezial-angefertigten Maushalter fixiert (a, b). Eine vergrößerte Aufnahme des kranialen Fensters
ein Jahr nach Implantation wurde unter c dargestellt. Der Maushalter inklusive Maus wurde unter dem
Objektiv auf einem motorisierten Tisch platziert (d). Im Epifluoreszenzmodus sind das einzigartige
Blutgefäßmuster dieser Position zu sehen, das zum Wiederfinden der Position genutzt wurde (e).
Eine Aufnahme der gleichen Position mit dem Zwei-Photonen-Mikroskop wurde in f abgebildet. Hier
sind die YFP-Fluoreszenz von oberflächlichen Dendriten (grau) und als Negativmuster das gleiche
Blutgefäßmuster wie in e zu sehen. Zur Unterscheidung der apikalen Dendriten von Schicht II/III und
Schicht V Neuronen wurden Übersichtsaufnahmen bis zu 450µm Tiefe von der Gehirnoberfläche aus
akquiriert (g). Innerhalb der Übersichten wurden apikale Dendriten für hochauflösende Aufnahmen zur
Analyse dendritischer Spines ausgewählt (h). Die genaue Repositionierung der Übersichten erlaubte
damit das Nachverfolgen einzelner Spines über mehrere Wochen. Die Maßstäbe entsprechen 50µm in




sche Färbung der Maus aus der Übersichtsaufnahme genutzt (Abb. 4.2 e-g). Von den
ausgewählten Positionen wurden dreidimensionale Bildstapel als Übersichten in der
Größe 425 x 425 x 300-450µm3 mit einer Auflösung von 0,415µm und einem Einzel-
bildabstand von 3µm aufgenommen. Zur Untersuchung großer Volumina wurden
Übersichtsbilder von 2x2 Bildfeldern mit den Dimensionen 850 x 850 x 300-400µm3
mit einer lateralen Auflösung von 0,83µm und einem Einzelbildabstand von 3µm
aufgenommen. Dabei wurde die Laserintensität zur Anregung der Fluoreszenz über
die Tiefe angepasst. Diese Übersichtsaufnahmen erfassten alle Schicht II/III Neuro-
ne, sodass die apikalen Dendriten von Schicht II/III und Schicht V Neuronen durch
nachverfolgen bis zum Zellkörper unterschieden werden konnten (Abb. 4.2 h). Wei-
terhin wurden innerhalb dieser Übersichtsaufnahmen die Dendritenabschnitte loka-
lisiert, an denen die Daten zu den dendritischen Spines erhoben wurden (Abb. 4.2 g).
Um die dendritischen Spines optisch aufzulösen, wurden Bilder im Zoom 6 mit einer
lateralen Auflösung von 0,137µm und einem Einzelbildabstand von 1µm aufgenom-
men. Aufgrund der stufenweisen und dadurch sehr genauen Repositionierung der
Übersichtsaufnahmen, konnten einzelne dendritische Spines über mehrere Wochen
beobachtet werden. Auf diese Weise wurden 7-15 Dendriten pro Maus mikrosko-
piert, wobei eine Mikroskopiesitzung nicht länger als eine bis anderthalb Stunden
dauern sollte. Es wurde darauf geachtet, dass die Signalintensität der Fluoreszenz
innerhalb des mikroskopierten Volumens über die Zeit konstant gehalten wurde.
Amyloide Plaques wurden mit dem synthetischen Fluoreszenzfarbstoff Methoxy-
X04 gefärbt, das als Kongorot-Derivat an Proteinaggregate mit einer gekreuzten β-
Faltblattstruktur bindet (Klunk u. a., 2002). Der Farbstoff wurde anfänglich in einer
Dosis von 2,4 mg/kg intraperitoneal einen Tag vor der Mikroskopiesitzung injiziert.
Eine wiederholte Gabe des Farbstoffs erlaubte die Messung des Wachstums amy-
loider Plaques über die Zeit. Anschließend wurde die Dosierung reduziert zu einer
initialen Dosis von 2,0 mg/kg vor der ersten Mikroskopiesitzung und darauffolgend
wöchentlich von je 0,4 mg/kg. Die Reduzierung der Dosis hatte keinen Einfluss auf
das Plaquewachstum, weshalb diese in allen folgenden Experimenten beibehalten
wurde (Burgold u. a., 2011). Das verwendete Methoxy-X04 wurde im Labor von
Prof. Dr. Boris Schmidt (TU Darmstadt) synthetisiert und freundlicherweise zur
Verfügung gestellt.
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4.2.3 Durchführung des Therapieversuchs
Für den Therapieversuch wurden weibliche Tg2576 Mäuse verwendet, die alle am
selben Tag geboren wurden. Den Mäusen wurde ein kraniales Fenster zur Intravi-
taluntersuchung des Plaquewachstums in einem Alter von ungefähr elf Monaten im-
plantiert. Nach drei bis vier Wochen Erholungsphase wurde jeder Maus die initiale
Dosis von 2 mg/kg Methoxy-X04 intraperitoneal injiziert. Es wurden drei Thera-
piegruppen eingeteilt, die entweder mit dem Aβ-Oligomer Antikörper (A-887755,
acht Mäuse), dem pan-Aβ Antikörper (6G1, sieben Mäuse) oder mit einem un-
spezifischen Antikörper (IgG2a Isotypkontrolle, die kein Aβ erkennt, acht Mäuse)
als Kontrolle behandelt wurden. Zusätzlich wurde eine vierte Gruppe untersucht,
die keiner therapeutischen Behandlung unterzogen wurde. Um einen Einfluss des
Experimentators auszuschließen, wurde der Versuch verblindet durchgeführt. Aus
logistischen Gründen waren die Gruppen bekannt, aber nicht welcher Antikörper
ihnen appliziert wurde. Die Auswertung des Plaquewachstums wurde ebenfalls ver-
blindet durchgeführt. Für eine präzise Messung des Plaquewachstums wurden die
Mäuse einmal pro Woche über einen Zeitraum von acht Wochen mikroskopiert. Die
wöchentliche Dosis der monoklonalen Antikörper betrug 500µg (Hillen u. a., 2010)
und wurde direkt nach der Mikroskopiesitzung intraperitoneal injiziert (300µl An-
tikörper à 1,667 mg/ml). Während der Injektion waren die Mäuse noch unter Nar-
kose, sodass sie keinem unnötigen Stress ausgesetzt waren. Die Behandlung wurde
über den gesamten Beobachtungszeitraum von acht Wochen fortgesetzt (entsprach
acht Dosen). Für eine möglichst genaue Bestimmung der Plaquedichten und zur
Messung der Wachstumskinetik von möglichst vielen Plaques wurden sehr große
Volumina mikroskopiert. Zur Umsetzung wurde die
”
TileScan“-Funktion des Zwei-
Photonen-Mikroskops LSM 7 MP (Zeiss) verwendet, die das automatische Zusam-
mensetzen mehrerer Bildfelder ermöglichte. Es wurden Areale von 2x2 Bildfeldern
mit den Dimensionen 850 x 850 x 300-400µm3 und einer lateralen Auflösung von
0,83µm und einem Einzelbildabstand von 3µm aufgenommen. Pro Maus wurden
drei Positionen mikroskopiert, was sich zu einem untersuchten Gesamtvolumen von
über 19 mm3 über alle vier Gruppen integrierte.
4.2.4 In vivo Färbung verschiedener Aβ-Aggregate
Zur Visualisierung mit einem Fluoreszenzmikroskop wurden die Antikörper (6G1,




























Abb. 4.3: Darstellung der Anregungs- und Emissionsspektren von Methoxy-X04 und Alex594.
a In blau und rot wurden Emissionsspektren von Methoxy-X04 und Alexa594 dargestellt. Durch die
farbig hinterlegten Bereiche sind die entsprechenden spektralen Bereiche zur Detektion der Fluorophore
markiert. Die gestrichelten Linien zeigen die dazugehörigen Zwei-Photonen-Anregungs-Spektren. Für
Methoxy-X04 wurde das Anregungsspektrum in vivo gemessen, während das Spektrum für Alexa594 C.
Xu u. a. (2008) entnommen wurde. Die Anregung beider Fluorophore wurde mit 750 nm durchgeführt.
b Die starke Fluoreszenz von Methoxy-X04 wurde in beiden Detektionskanälen aus a gemessen, wenn
auch wesentlich schwächer im roten Kanal zur Detektion von Alexa594. Der Maßstab repräsentiert
20µm.
koppelt, das einen hohen Wirkungsquerschnitt für die Zwei-Photonen-Anregung be-
sitzt und dadurch sehr gut für die in vivo Untersuchung geeignet war (C. Xu u. a.,
2008). Die Fluoreszenzmarkierung wurde im Labor von Dr. Stefan Barghorn (Ab-
bott) durchgeführt und die Antikörper zur Verfügung gestellt (Alexa Fluor®594
Protein Labeling Kit, A-10239, Invitrogen). Zur Kontrolle wurde die biochemische
Bindungs-Aktivität der monoklonalen Antikörper überprüft und ergab keine Abwei-
chungen nach der Kopplung mit dem Fluorophor. Ein Antikörper wurde mit fünf bis
sechs Farbmolekülen markiert. Zur Detektion amyloider Plaques wurde Methoxy-
X04 verwendet, das ein Emissionsmaximum bei einer Wellenlänge von 466 nm er-
reichte. Das Emissionsmaximum von Alexa594 lag mit 618 nm sehr weit entfernt,
sodass die Fluoreszenzsignale beider Fluorophore relativ gut, aber nicht perfekt von-
einander getrennt werden konnten (Abb. 4.3 auf dieser Seite). Da das Fluoreszenz-
signal von Methoxy-X04 aufgrund der großen Mengen an fibrillären Aβ-Aggregaten
innerhalb der Plaques im Vergleich zu dem erwartenden Signal der löslichen Aβ-
Moleküle sehr stark war, wurde eine sequentielle Färbestrategie angewendet. Bei
der Implantation des kranialen Fensters wurde die Dura Mater entfernt und eine
Lösung der fluoreszenzmarkierten Antikörper (0,3 mg ml-1) direkt auf die Gehirn-
oberfläche gegeben. Die Öffnung im Schädel der Maus wurde mit einem Deckglas
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verschlossen. Um den Antikörper in das Gehirn diffundieren zu lassen, wurde mit
der ersten Mikroskopiesitzung fünf bis sechs Stunden nach der Operation begonnen.
Für eine Färbung der amyloiden Plaques wurde Methoxy-X04 (2 mg kg-1) nach der
ersten Mikroskopiesitzung intraperitoneal injiziert. Nach 15 bis 17 Stunden Inku-
bationszeit wurde die zweite Mikroskopiesitzung zur Messung beider Fluorophore
begonnen. Von den ausgewählten Positionen wurden dreidimensionale Bildstapel im
Zoom 1 als Übersichten in der Größe 425 x 425 x 300-450µm3 mit einer Auflösung
von 0,415µm und einem Einzelbildabstand von 3µm aufgenommen. Die Repositio-




Für die Perfusion von Gehirngewebe wurden die Mäuse mit einem Gemisch aus
Ketamin/Xylazin (0,14 mg/g Ketamin, WDT; 0,01 mg/g Xylazin, Bayer health Ca-
re) anästhesiert und an den Gliedmaßen, auf dem Rücken liegend, fixiert. Nacheinan-
der wurden Bauchdecke und Brustkorb geöffnet und das schlagende Herz freigelegt.
Eine Flügelkanüle wurde in die linke Herzkammer gestochen, über die eiskaltes PBS
mit einer Pumpe in den Blutkreislauf geleitet wurde. Gleichzeitig wurde das rech-
te Herzohr geöffnet, um den Ausfluss des Blutes zu gewährleisten. Nachdem der
Blutkreislauf vollständig mit PBS gespült war, wurde über ein T-Ventil 4 %-iges
PFA (4 % Paraformaldehyd in PBS) eingeleitet. Die erfolgreiche Fixierung konnte
anhand des sich ringelnden Schwanzes und der Versteifung des Mauskörpers kon-
trolliert werden. Anschließend wurde das Gehirn präpariert und in 4 %-igem PFA
bei 4◦ C über Nacht postfixiert. Fixierte Gehirne wurden in PBS bei 4◦ C gelagert.
4.3.2 Schneiden und immunhistochemisches Färben von Mausgehirnen
In der vorliegenden Arbeit wurden immunhistologische Präparate für die Quantifi-
zierung der Gliaaktivierung unter dem kranialen Fenster und zur Untersuchung der
Synapsenpathologie im Tg2576 Alzheimer-Mausmodell angefertigt. Zur Färbung
mit Antikörpern wurden koronale Gehirnschnitte mit einem Vibratom (VT1000S,
Leica) und einer Dicke von 50 oder 100µm geschnitten. Die Gehirnschnitte wur-
den in 24-well Platten freischwimmend prozessiert und mindestens über Nacht in
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2 % PBS-T (PBS mit 2 % Triton X-100) permeabilisiert. Alle Schritte wurden bei
Raumtemperatur durchgeführt.
Zur Untersuchung der Gliaaktivierung wurden heterozygote CX3CR1-GFP Mäuse
verwendet, die GFP in Mikroglia exprimieren. Zur Verstärkung der GFP-Fluores-
zenz wurde ein direkt markierter Antikörper anti-GFP-Alexa488 (1:100, A-21311,
Invitrogen) verwendet, während zur Markierung von reaktiven Astrozyten ein bio-
tinylierter anti-GFAP Antikörper (1:500, Klon GA-5, ab79203, Abcam) diente. Alle
Inkubationsschritte wurden in Dunkelheit durchgeführt, um ein Ausbleichen der
Fluorophore zu vermeiden. Beide Antikörper wurden über Nacht in einer Lösung
aus 5 % BSA und 0,1 % PBS-T mit den Gehirnschnitten (100µm) inkubiert. Danach
wurden die ungebundenen Primärantikörper durch dreimaliges Waschen mit 0,1 %
PBS-T entfernt. Zur Detektion des biotinylierten anti-GFAP Antikörpers wurde ein
TSA—Kit mit einer Streptavidin-gekoppelten Meerrettichperoxidase und Tyramid-
Alexa647 (TSA—Kit #26, T-20936, Invitrogen) verwendet. Die Streptavidin-gekop-
pelte Meerrettichperoxidase wurde 1:200 in 1 % BSA 0,1 % PBS-T verdünnt über
Nacht inkubiert und anschließend wurde durch dreimaliges Waschen ungebundenes
Reagenz entfernt. Zur Fluoreszenzmarkierung wurde die Entwicklungslösung des
Kits mit dem Tyramid-Alexa647 (1:200) für vier Stunden inkubiert. Nach dreifa-
chem Waschen mit 0,1 % PBS-T wurden die Schnitte auf Objektträger aufgezogen
und mit
”
Fluorescent Mounting“ Medium (Dako) eingedeckelt. Die Deckgläser wur-
den mit Nagellack versiegelt und die Objektträger bei 4◦ C gelagert. Zur Charakte-
risierung der Pathologie des Alzheimer-Mausmodells Tg2576 wurde eine Dreifach-
Färbung von Mikroglia, Astrozyten (GFAP, wie oben beschrieben) und amyloiden
Plaques (Methoxy-X04, wie unten beschrieben) durchgeführt (Abb. 2.1 auf Seite 29).
Die Mikroglia wurden mit einem primären Antikörper gegen Iba1 1:200 (Kaninchen,
polyklonal, 019-19741, Wako Pure Chemicals Industries) in Kombination mit einem
sekundären anti-Kaninchen-Alexa488 Antikörper 1:500 (Ziege, A-21244, Invitrogen)
gefärbt. Weiterhin wurde eine Färbung von löslichen und aggregierten Aβ-Peptiden
in Kombination mit amyloiden Plaques (Methoxy-X04) durchgeführt. Dafür wur-
de der ebenfalls in der humanen Diagnostik angewandte anti-Aβ-Antikörper 6E10
1:200 (Klon 6E10, monoklonal und biotinyliert, Maus, SIG39340, Covance) in Kom-
bination mit dem zuvor beschrieben TSA—Kit #26 verwendet.
Zur Markierung von Synapsen wurden Antikörper gegen die beiden synaptischen
Proteine PSD-95 (Klon 108E10, Maus, monoklonal, 124011, Synaptic Systems) und
Synpasin1/2 (Kaninchen, polyklonal, 106002, Synaptic Systems) verwendet. Die
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primären Antikörper (PSD-95 1:200, Synapsin 1:500) wurden zwei Tage mit den
Gehirnschnitten (50µm) in einer Verdünnungslösung bestehend aus 10 % norma-
lem Ziegenserum (NGS, Dako) und 0,3 % PBS-T inkubiert. Anschließend wurde
durch dreimaliges Waschen mit der Verdünnungslösung ungebundener Antikörper
entfernt. Als Sekundärantikörper dienten anti-Maus-Alexa647 (A-21236, Invitrogen)
und anti-Kaninchen-Alexa488 (A-21244, Invitrogen) aus der Ziege. Diese wurden
in der Verdünnungslösung (1:500) über zwei Tage mit den Gehirnschnitten inku-
biert. Nach dreifachem Waschen mit der Verdünnungslösung wurden durch eine
15-minütige Inkubation mit 0,01 mg/ml Methoxy-X04 amyloide Plaques gefärbt.
Die Schnitte wurden nach weiterem dreimaligen Waschen mit PBS auf Objekt-
träger aufgezogen und mit
”
Fluorescent Mounting“ Medium (Dako) eingedeckelt.
Die Deckgläser wurden mit Nagellack versiegelt und die Objektträger bei 4◦ C gela-
gert. Die Detektion mit den sekundären Antikörpern zeigte keine Kreuzreaktivität
mit dem jeweiligen anderen Primärantikörper. Zusätzlich wurde eine Färbung des
postsynaptischen Marker PSD-95 in Kombination mit dem dendritischen Marker
MAP-2 durchgeführt. Dafür wurde dasselbe Protokoll wie zuvor beschrieben durch-
geführt und der Antikörper gegen Synapsin durch einen Antikörper gegen MAP-2
(Kaninchen, polyklonal, 188002, Synaptic Systems) ausgetauscht.
4.3.3 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie
Alle Aufnahmen der immunhistochemischen Gehirnschnitte wurden mit einem in-
versen konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510/NLO (Zeiss) durchgeführt.
Die beiden Farbstoffe Alexa488 und Alexa647 wurden gleichzeitig mit einem Argon-
Laser (488 nm) und HeNe-Laser (633 nm) über einen Hauptfarbteiler HFT UV/-
488/543/633 angeregt. Die Detektion erfolgte über einen Nebenfarbteiler NFT 635
und einem Langpass 650 (Alexa647) oder einen Bandpass 525/50 (Alexa488). Bei
den verwendeten Einstellungen wurde kein Signal des Alexa488 im roten Kanal des
Alexa647 gemessen.
Für die Aufnahmen von Gliazellen wurde ein Plan-Neofluar 10x/0,3 Objektiv
(Zeiss) verwendet. Die Lochblende wurde auf eine Airy Einheit eingestellt. Es wur-
den Bildstapel mit den Dimensionen 900 x 900 x 60-80µm3 und einer lateralen Auf-
lösung von 0,879µm und einem Einzelbildabstand von 3µm aufgenommen. Die La-
serintensitäten wurden angepasst, um möglichst ähnliche Fluoreszenzintensitäten
in den verschiedenen Bildstapeln zu generieren. Für die Aufnahmen von Synapsen
wurde ein Plan-Apochromat 40x/1,3 Ölimmersionsobjektiv (Zeiss) verwendet, um
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eine bestmögliche Auflösung und Bildqualität zu erreichen. Die Lochblende wurde
auf eine Airy Einheit eingestellt. Abseits von amyloiden Plaques wurden Bildsta-
pel mit den Dimensionen 74,9 x 74,9 x 1,8µm3 mit einer lateralen Auflösung von
0,098µm und einem Einzelbildabstand von 0,3µm aufgenommen. Die Laserinten-
sitäten beider Kanäle wurden so angepasst, dass einige Pixel in den Bildern saturiert
waren. Diese Art der Einstellung führte zu gut vergleichbaren Bildern in verschie-
denen Gehirnschnitten und kompensierte unterschiedlich starke Färbungen. Für die
Aufnahmen von Synapsen um amyloide Plaques wurden Bildstapel mit den Dimen-
sionen 225 x 225 x 1,8µm3 und einer lateralen Auflösung von 0,11µm, sowie einem
Einzelbildabstand von 0,3µm aufgenommen. Zusätzlich wurde ein dritter Kanal zur
Detektion der Fluoreszenz von Methoxy-X04 akquiriert. Zur Anregung wurde ein
Ti:Sa-Laser (MaiTai HP DeepSee, Spectra-Physics) verwendet, der auf eine Wel-
lenlänge von 750 nm eingestellt wurde. Zur Trennung von Fluoreszenzemission und
Anregungslicht wurde ein Hauptfarbteiler HFT 650 (Kurzpass 650) verwendet. Die
Detektion der Fluoreszenz erfolgte über einen Bandpass 460/50. Aufgrund der Zwei-
Photonen-Anregung wurde die Lochblende maximal geöffnet. Um ein Ausbleichen
des Alexa647 durch die Anregung bei 750 nm zu vermeiden, wurde der Bildstapel
des Methoxy-X04 Kanals immer separat nach dem Bildstapel der beiden anderen
Kanäle aufgenommen.
4.4 Datenauswertung und Bildanalysen
4.4.1 Quantitative Auswertung dendritischer Spines
Für die Datenauswertung zur Dichte, Kinetik und Morphologie dendritischer Spi-
nes wurden das Signal-Rausch-Verhältnis und die Detailschärfe der Rohdaten durch
Dekonvolution (
”
3D Blind Deconvolution“ Algorithmus mit zehn Iterationen, Auto-
QuantX2, Media Cybernetics) verbessert. Die Auswertung der Dichte und Kinetik
dendritischer Spines erfolgte als drei- oder vierdimensionale Bildstapel in den Pro-
grammen LSM Image Browser 4.2 oder Zen2009 light (Zeiss). Alle Daten wurden
verblindet ausgewertet. Als Spines wurden die primär lateral von Dendriten abge-
henden Strukturen detektiert, die nach eigenem Ermessen die entsprechende Form
und Größenordnung hatten. In Zeitserien wurden die Spines eines Dendriten mit
dem jeweiligen vorherigen Zeitpunkt verglichen. Für jeden Spine wurde überprüft,
ob er bereits präsent, neu entstanden oder verloren gegangen war. Als identisch wur-
den Spines betrachtet, wenn sich ihre Position entlang des Dendriten nicht mehr als
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einen Mikrometer verändert hatte. Zur genauen Positionsbestimmung wurde das
charakteristische Muster der zeitlich stabilen Spines genutzt, um neu entstandene
und verloren gegangene Spines zu detektieren. Die Länge des ausgewerteten Den-
dritenabschnittes wurde in der xy-Ebene gemessenen (Spline-Funktion) und mittels
Satz des Pythagoras für den Raum annähernd berechnet. Alle Daten wurden in
Excel-Tabellen erfasst und manuell oder mit selbst angefertigten Routinen ausge-
wertet.
Die Klassifizierung der dendritischen Spines nach ihrer Morphologie wurde semi-
automatisch mit der Software Imaris 6.2.1 (Bitplane) durchgeführt. Es wurde das
Skelett der Dendriten mit den Spines, die hauptsächlich lateral verliefen, mit dem
Modul FilamentTracer markiert. Eine Segmentierung erfolgte mit einem Kontrast-
schwellenwert (0,3) ausgehend vom zuvor detektierten Skelett. Anhand der dreidi-
mensional detektierten Strukturen mit Unterscheidung von Dendriten und Spines
wurden die automatisch ermittelten Parameter Spine-Länge (L), Durchmesser des
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Für Abbildungszwecke wurden Dendritenabschnitte in Imaris zurechtgeschnitten
und teilweise kreuzende andere Dendriten oder Axone entfernt. Dadurch werden nur
die für den Betrachter wesentlichen Bildinhalte gezeigt und optische Täuschungen
aufgrund der dreidimensionalen Darstellungsweise vermieden.
4.4.2 Quantitative Auswertung von Mikroglia und Astrozyten
Die Detektion und Messung der Zellvolumina von Mikroglia und Astrozyten wurde
durch Segmentierung mit dem
”
Surface“-Modul von Imaris (Version 6.2.1) durch-
geführt. Für beide Zelltypen wurde die automatische Schwellenwertbestimmung von
Imaris, die sehr gut mit den Aufnahmen funktionierte, und eine Glättung mit einer
Oberflächen-Körnung von 1,75µm angewendet. Zusätzlich wurde eine Hintergrund-
eliminierung unter der Angabe für den größten Durchmesser von 15µm und 10µm
für Mikroglia und Astrozyten durchgeführt. Mikroglia wurden in die Auswertung
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aufgenommen, wenn ihr Volumen größer 600µm3 betrug, um nur teilweise im Bild-
volumen befindliche Zellkörper auszuschließen. Für Astrozyten wurden eine Aus-
schlußgrenze von 900µm3 festgelegt. Die Auswertung der Zelldichte in Abhängigkeit
von der Gehirnoberfläche wurde unter Nutzung der ausgegebenen Positionen der
segmentierten Zellobjekte durchgeführt.
4.4.3 Kinetik des Volumens amyloider Plaques
Die Aufnahmen der amyloiden Plaques mit einer Datentiefe von 12 bit wurden als
dreidimensionale Zeitserien in der Software Imaris (Version 6.2.1 oder 7.4.2, Bit-
plane) ausgewertet. Ein Problem in der Auswertung amyloider Plaques stellte die
gleichzeitige Aufnahme von Autofluoreszenz dar, wie in der Zeitserie von Abbil-
dung 4.4 a auf der nächsten Seite zu sehen ist (Zipfel u. a., 2003a). Eine initiale
Untersuchung der Autofluoreszenz in Wildtyptieren zeigte, dass diese Objekte sehr
klein und zeitlich nicht stabil waren. So konnten großvolumige Plaques sehr einfach
anhand ihrer Größe identifiziert werden. Neu entstandene, sehr kleine Plaques wur-
den durch ihre zeitliche Stabilität detektiert. Als neu entstandene Plaques wurden
nur Objekte gewertet, die mindestens über drei Wochen an der selben Stelle er-
kannt wurden. Die Volumina der amyloiden Plaques wurden durch Segmentierung
mit dem
”
Surface“-Modul von Imaris bestimmt. Zuvor wurden die Bildserien mithil-
fe eines MatLab-Plugins in Imaris hinsichtlich der mittleren Intensitäten und deren
Standardabweichungen über die Zeit normalisiert. Dadurch wurden unterschiedliche
Bildqualitäten zu den verschiedenen Zeitpunkten kompensiert. Die Segmentierung
wurde mit einem manuellem Schwellenwert von 500 inklusive einer Hintergrund-
eliminierung (mit Angabe des Durchmessers des größten Objektes in der Zeitserie)
und einer Glättung (2 x laterale Auflösung) durchgeführt (Abb. 4.4 b). Das Volumen
und andere Parameter wurden durch die Software automatisch berechnet. Einzelne
Plaques wurden über die Zeit verfolgt, sodass die Kinetiken der Volumina gene-
riert wurden (Abb. 4.4 c, d). Zusätzlich wurde eine Linearisierung durch Berechnung
der Radien unter der Annahme einer kugelförmigen Gestalt der amyloiden Plaques
durchgeführt. Eine lineare Wachstumsrate wurde durch Berechnung des Anstieges
aus einer linearen Regression ermittelt (Abb. 4.4 d). Innerhalb einer Zeitserie von
Bildern in dieser Arbeit wurden für jeden Zeitpunkt die gleichen Einstellungen des
Kontrastes verwendet. In diesen Zeitserien wurden nur die ausgewerteten Daten
dargestellt und alle autofluoreszenten Objekte wurden entfernt, um den Betrachter
auf den wesentlichen Bildinhalt zu lenken.
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Abb. 4.4: Darstellung der dreidimensionalen Auswertung amyloider Plaques über die Zeit. In
a wurde eine Zeitserie amyloider Plaques als dreidimensionale Volumen-gerenderte Bilder dargestellt.
In den Bildern sind die Fluoreszenz von Methoxy-X04 markierten Plaque und autofluoreszente kleine
Objekte zu sehen. Amyloide Plaques konnten aufgrund ihrer zeitlich stabilen Position und für groß-
volumige Plaques anhand ihrer Größe von autofluoreszenten Objekten unterschieden werden (a). Die
Rohdaten der Bilder wurden als vierdimensionale Daten mit der Software Imaris (Version 6.2.1 oder
7.4.2) segmentiert. In b sind die segmentierten Plaques der Zeitserie aus a zu sehen, deren Volumina
farblich kodiert dargestellt wurden (Farbskala wie in c von 0 bis 80.000µm3). Individuelle Serien von
Plaques wurden zeitlich geordnet (c). Die Volumina des Beipiel-Plaques von c wurden über die Zeit
dargestellt und es wurde eine exponentielle Wachstumsfunktion angepasst (d). Aus den Volumina der
Plaques wurden die Radien unter der Annahme berechnet, das Plaques annähernd kugelförmig sind.
Der Anstieg aus der linearen Regression repräsentiert die lineare Wachstumsrate der Plaques (d). Die
Seitenlängen der Quadrate in den dreidimensionalen Bildern und der Maßstab stellen 50µm dar.
4.4.4 Detektion von Synapsen
Die Detektion von Synapsen wurde in der Software IGOR Pro Version 6.2.3.3 (Wave-
Metrics) mit einem von Dr. Mario Dorostkar angepassten Algorithmus durchgeführt
(Dorostkar u. a., 2010). Die dreidimensionalen Bildstapel mit einer Datentiefe von
12 bit wurden zunächst mittels Dekonvolution (
”
3D Blind Deconvolution“ Algo-
rithmus mit 20 Iterationen, AutoQuantX2) optimiert. Dies führte zu einer starken
Verbesserung des Signal-Rausch-Verhältnisses, wodurch kleine Details (wie Synap-
sen) in den Bildern besser zu erkennen waren (Abb. 4.5 auf der nächsten Seite). Bei
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original nach Dekonvolution
Abb. 4.5: Beispiel zur Bildoptimierung mittels Dekonvolution. Das Originalbild zeigt einen op-
tischen Schnitt einer Fluoreszenzaufnahme (Synapsin-Färbung) mit dem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop. Es war ein deutliches Bildrauschen zu erkennen. Durch die 3D Dekonvolution mit dem
”
3D
Blind Deconvolution“ Algorithmus der Software AutoQuantX2 wurde das Signal-Rausch-Verhältnis
stark verbessert, wodurch Details besser zu erkennen waren. Der Maßstab repräsentiert 5µm.
diesem Algorithmus werden alle Informationen aus dem Bildvolumen genutzt, um
eine berechnete Punktspreizfunktion an die Bilddaten anzupassen. Gleichzeitig wird
durch Dekonvolution des dreidimensionalen Bildes mit der Punktspreizfunktion die
Bildqualität verbessert (T. J. Holmes u. a., 2006). Die optische Auflösung des kon-
fokalen Laser-Scanning-Mikroskops in Kombination mit einem höchst korrigierten
Ölimmersionsobjektiv mit einer numerischen Apertur von 1,3 war ausreichend zur
Auflösung einzelner Synapsen, deren Größen im Bereich von 300 bis 1600 nm liegen
(Y. Tang u. a., 2001). Zur Detektion der Synapsen wurden jeweils das mittlere Bild
aus dem dreidimensionalen Bildstapel verwendet und der Laplace-Operator nach







Als zweite Ableitung der Fluoreszenzintensität in den beiden Raumkoordinaten
führte diese mathematische Operation zur Detektion von Strukturen, die sich in
einem relativen Maß vom Hintergrund abhoben (Abb. 4.6 a, b auf der nächsten
Seite). Dieses Bild wurde anschließend mit einem Schwellenwert segmentiert, dem
der zweifachen Standardabweichung der Bildwerte entsprach (Abb. 4.6 c). Von den
detektierten Flächen wurden die Massezentren berechnet und als Koordinaten für
die Synapsen gespeichert. Eine Überlagerung der detektierten Synapsen mit dem
Originalbild zeigt die sehr gute Erkennungseffizienz des Algorithmus (Abb. 4.6 d).
Zusätzlich wurden die freien Flächen von Zellkörpern und Blutgefäßen durch ein-
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a b c
d e f
Abb. 4.6: Darstellung der Synapsendetektion mittels Laplace-Operator und Vergleich zur kon-
ventionellen Schwellenwertdetektion. Eine charakteristische Fluoreszenzaufnahme (Synapsin) eines
optischen Schnittbildes war durch einen großen Dynamikbereich der Intensität gekennzeichnet (a).
Durch Anwendung des Laplace-Operators auf die Fluoreszenzintensität in den beiden Raumkoordina-
ten, trat ein kanten-schärfender Effekt ein. Dadurch wurden Strukturen detektiert, die sich in einem
relativen Maß vom Hintergrund abhoben (b). Auf das generierte Bild wurde anschließend eine Schwel-
lenwertsegmentierung (Schwellenwert 2 x Standardabweichung der Bilddaten) zur Detektion der Syn-
apsen angewendet (c). In d sind die berechneten Massezentren der detektierten Synapsen (rot) als
Überlagerung des Originalbildes zu sehen. Zusätzlich wurden durch einfache Schwellenwertdetektion
die freien Flächen (grau) der Zellkörper und Blutgefäße ermittelt und bei der Berechnung der Synapsen-
dichte von der Gesamtfläche abgezogen. Ein Vergleich zu einer einfachen Schwellenwertsegmentierung
zeigte, dass hier entweder zu wenig Synapsen oder mehrere Synapsen als ein Objekt detektiert wurden
(dunkelgraue Flächen, e, f). Als Schwellenwerte wurden 4 x (e) oder 2 x (f) die Standardabweichung
der Fluoreszenzintensitäten der einzelnen Pixel im Bild angewandt. Die mit dem Laplace-Operator
detektierten Synapsen sind als hellgraue Punkte unterlegt. Der Maßstab repräsentiert 10µm.
fache Schwellenwertsegmentierung (Detektion unterhalb der 10. Perzentile aller In-
tensitätswerte, alle Flächen >20µm2) ermittelt und von der Gesamtfläche bei der
Berechnung der Synapsendichte abgezogen (Abb. 4.6 d). Ein Vergleich zur Detekti-
on von Synapsen mittels einfacher Schwellenwertsegmentierung wurde in den Ab-
bildungen 4.6 e und f dargestellt. Aufgrund der breiten Verteilung der Intensitäten
verschiedener Synapsen wurden entweder zu wenig Synapsen detektiert (e) oder
mehrere Synapsen als eine erkannt (f). Für die Auswertung der Synapsendichte
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Abb. 4.7: Messung der Synapsendichte in Abhängigkeit zur Entfernung von amyloiden Plaques.
Zunächst wurde die Synapsendetektion durchgeführt, wie in der vorherigen Abbildung beschrieben. In
a sind ein amyloider Plaque (blau), sowie die detektierten Synapsen (rot) und Zell-/Blutgefäßflächen
(grau) zu sehen. Die Plaquefläche wurde durch einfache Schwellenwertsegmentierung ermittelt (b). Für
jeden Pixel im Bild wurde der kürzeste, euklidische Abstand zum Plaquerand berechnet. Die Abstände
für jeden Pixel wurden als Grauwerte in c dargestellt. Mithilfe dieser Abstandsmatrix wurden Ab-
standsklassen mit einer Breite von 5µm eingeteilt (d, hell- und dunkelgrau alternierende Ringe mit
jeweiligen Entfernungsangaben). Für jede Abstandsklasse wurden Anzahl der Synapsen und Fläche
abzüglich der Flächen von Zellen und Blutgefäßen bestimmt. Aus diesen Daten konnte die Synapsen-
dichte in Abhängigkeit von der Entfernung zum amyloiden Plaque dargestellt werden (f). Der Maßstab
repräsentiert 20µm.
in Abhängigkeit von der Entfernung zu einem amyloiden Plaque wurden zunächst
die Synapsen detektiert, wie bereits beschrieben (Abb. 4.7 a auf dieser Seite). Die
Plaquefläche wurde durch einfache Schwellenwertsegmentierung (Detektion ober-
halb der 96,2. bis 99,2. Perzentile aller Intensitätswerte) nach der Anwendung eines
Median-Filters ermittelt. Das Ergebnis wurde für jedes Bild kontrolliert und wenn
nötig der Schwellenwert angepasst (Abb. 4.7 b). Für jeden Pixel im Bild wurde der
kürzeste euklidische Abstand zum Plaque-Rand berechnet (Abb. 4.7 c). Mithilfe die-
ser Abstandsmatrix wurden Abstandsklassen mit einer Breite von 5µm um den
Plaque herum eingeteilt (Abb. 4.7 d). Für jede Abstandsklasse wurde die Anzahl
der Synapsen und die Fläche ermittelt, womit die Synapsendichte in Abhängigkeit
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der Entfernung zum amyloiden Plaque bestimmt werden kann (Abb. 4.7 f).
4.4.5 Statistik und Datenauswertung
Die meisten Zusammenstellungen und Berechnungen von Daten wurden in Ex-
cel 2003 (Microsoft) durchgeführt. Alle Graphen wurden in Prism (Version 5.04,
GraphPad) generiert. Lineare und nichtlineare Regressionen, sowie statistische Be-
rechnungen wurden in Prism ausgeführt. Die Abbildungen und Grafiken wurden in
Illustrator (Version CS4, Adobe) arrangiert oder gezeichnet.
Als exponentielle Wachstumsfunktion wurde folgende Gleichung an die Daten
angepasst:
y = Y0 e
k x
wobei Y0 den Y-Wert bei einer Zeit von Null und k die Wachstumsrate darstellen.
Die Anpassung einer exponentiellen einphasigen Assoziationsfunktion wurde mit
folgender Gleichung durchgeführt:
y = Y0 + (Plateau− Y0)(1− e −k x)
wobei Y0 den Y-Wert bei einer Zeit von Null und k die Ratenkonstante darstellen.
Das Plateau entspricht dem Grenzwert für x → ∞ in der gleichen Einheit des Y-
Wertes. Die Halbwertsdistanz wurde berechnet als ln(2)/k. Eine Sigmoid-Funktion
wurde mit folgender Gleichung angepasst:
y = B +
T −B
1 + 10H (M−x)
wobei B dem Grenzwert für x → −∞ und T dem Grenzwert für x → ∞ in der
gleichen Einheit des Y-Wertes entsprechen. H ist der Hill-Anstieg, der die Steilheit
der Kurve darstellt, während M dem X-Wert bei der Hälfte zwischen B und T
entspricht.
Für die statistische Auswertung wurde zunächst überprüft, ob die Daten normal-
verteilt sind (D’Agostino-Pearson omnibus K2 Test). Die Plaquedichten und -größen
folgten einer logarithmischen Normalverteilung und wurden durch Logarithmie-
rung transformiert. Nach der Transformation konnten einfache, parametrische Tests
angewendet werden. Diese Daten wurden in den Graphen mit einer
”
AntiLog“
Skalierung versehen, um die reale Skalierung der Größen darzustellen. Die linea-
ren Wachstumsraten amyloider Plaques waren nicht normal-verteilt. In der Be-
128
4.5 Material und Lösungen
schreibung der Plaquewachstumskinetik wurden die Wachstumsraten mit nicht-
parametrischen Tests auf Unterschiede überprüft. Im Therapieversuch wurde für
jede Maus aus den jeweils drei mikroskopierten Positionen der Mittelwert für die
Wachstumsrate gebildet. Die Werte der Positionen stellten die Mittelwerte aus al-
len Wachstumsraten der einzelnen Plaques dar. Durch diese Berechnung wurden
die Daten normal-verteilt (Zentraler Grenzwertsatz) und parametrische Tests konn-
ten angewandt werden. Vergleiche gegen hypothetische Werte wurden mit dem
Einstichproben-t-Test (parametrisch) oder einem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
(nicht-parametrisch) durchgeführt. Zwei Mittelwerte wurden mit einem einfachen
t-Test oder t-Test für gepaarte Proben (Messwiederholungen, parametrisch) oder
Mann-Whitney-Test (nicht-parametrisch) auf Unterschiede überprüft. Für Mehr-
fachvergleiche wurden die einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Kramer Post-
hoc-Test oder Bonferroni’s Post-hoc-test für ausgewählte Vergleiche (parametrisch)
oder der Kruakl-Wallis-Test mit Dunn’s Post-hoc-Test (nicht-parametrisch) ange-
wendet. Auf statistische Unterschiede in Verteilungen (Morphologie dendritischer
Spines) wurde mit einem χ2-Test geprüft. Die Überprüfung auf Korrelationen zwi-
schen zwei Parametern wurde nach Pearson (parametrisch) oder Spearman (nicht-
parametrisch) durchgeführt. Bei linearen Regressionen wurde mit einem F-Test
überprüft, ob der Anstieg oder der Achsenabschnitt ungleich Null sind. Es wur-
den folgende statistische Signifikanzniveaus (wie in Prism) eingeteilt: * P<0,05
** P<0,01 *** P<0,001 **** P<0,0001.
4.5 Material und Lösungen
Tabelle 4.4: Material und Lösungen
Material Details Firma
Agarose Serva





DNA-Standard (1kb-ladder) New England Biolabs
EDTA Merck
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Falcon-Röhrchen 15/50 ml Greiner bio-one
Flügelkanüle Hospira venisystems
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◦ C Grad Celsius
Abb. Abbildung
Aβ Amyloidβ (Spaltprodukt von APP)
ADAM a disintegrin and metalloproteinase
AICD intrazelluläre Domäne von APP (APP intracellular domain)
AMPK 5’ Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase
AOM akusto-optischer Modulator
APLP1/2 amyloid precursor like protein1/2
ApoE Apolipoprotein E
APP Amyloid-Vorläuferprotein (amyloid precursor protein)
APP23 transgenes Alzheimer-Mausmodell
APPPS1 transgenes Alzheimer-Mausmodell
APPsα/β lösliche Fragmente von APP nach Spaltung durch α/β-Sekretase
BACE APP spaltendes Enzym (β-site APP cleaving enzyme)
c Konzentration
CA1 Or Stratum oriens der CA1 Region des Hippocampus
CA1 Rad Stratum radiatum der CA1 Region des Hippocampus
CAA zerebrale Amyloidangiopathie (cerebral amyloid angiopathy)
CAMKK2 Calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2




DG LMol Stratum lacunosum-moleculare des Gyrus dentatus
DNA Desoxyribonukleinsäure
eGFP verbessertes (enhanced) grün fluoreszierendes Protein
eng. englisch
g Gramm
GABA γ-Aminobuttersäure (γ-aminobutyric acid)
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GFAP saures Gliafaserprotein (glial fibrillary acidic protein)
GFP grün fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein)







LTD Langzeitdepression (long-term depression)
LTP Langzeitpotenzierung (long-term potentiation)





m Anstieg einer Geraden
M Molar




MW Molekulargewicht (molecular weight)
n.e. neu entstandene




NR2B Untereinheit des NMDA-Rezeptors
OP Operation






PiB Pittsburgh compound B (Amyloid-bindendes Molekül)
PMT Photomultiplier
PS Präsenilin (1/2, katalytische Untereinheit der γ-Sekretase)
PSD-95 postsynaptische Dichte Protein 95 (postsynaptic density protein 95)
s Sekunde
SAP Synapsen-assoziierte Proteine (synapse-associated proteins)




U/min Umdrehungen pro Minute
WH Durchmesser des Spine-Halses
WK Durchmesser des Spine-Kopfes
wt Wildtyp
XFP fluoreszierendes Protein mit variabler Farbe
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Laboralltag erleichterten.
An meine Eltern richtet sich ein besonders großes und liebes Dankeschön. Euch möchte
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